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1. Einleitung 
1.1. Nosologische Heterogenität der dilatativen 
Kardiomyopathie 
Die von der WHO 1995 veröffentlichte Definition der Kardiomyopathien besagt, dass 
Kardiomyopathien „Erkrankungen des Herzmuskels mit kardialer Dysfunktion“ sind. 
Dies ist eine Erweiterung der Definition von 1980, in der die Kardiomyopathie, zur 
Abgrenzung gegenüber kardialer Dysfunktion durch Hypertension, ischämischer Herz-
erkrankung oder Klappenschäden, noch als eine „Herzmuskelerkrankung mit unbe-
kannter Ätiologie“ bezeichnet wurde. Die neue Definition beinhaltet also sowohl die pri-
mären Kardiomyopathien unbekannter Ursache als auch die sekundären Kardiomyo-
pathien, die durch eine spezifische Ursache hervorgerufen werden, wie die hyperten-
sive, valvuläre oder metabolische Kardiomyopathie (Maisch et al., 2005, Richardson et 
al., 1996) (siehe Abbildung 1). 
 
 
Abb. 1: Einteilung der Kardiomyopathien in primäre und sekundäre Formen nach 
Richardson et al. 1996 
 
2008 schlug die Europäische Gesellschaft für Kardiologie eine Unterteilung der pri-
mären Kardiomyopathien vor (Elliott et al., 2008). Sie sieht vor, die einzelnen primären 
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Kardiomyopathien – nach dem Ausschluss von Ursachen für eine sekundäre Kardio-
myopathie wie koronare Herzerkrankung (KHK), Hypertonie oder Klappenvitien – in 
familiär/genetische und nicht-familiär/nicht-genetische Kardiomyopathien einzuteilen 
(siehe Abbildung 2). Der in Abbildung 2 aufgeführte Unterpunkt Erkrankungssubtyp 
beinhaltet für die jeweiligen Formen der Kardiomyopathien unterschiedliche bekannte 
genetische Ursachen. Für die dilatative Kardiomyopathie (DCM) sind hier z.B. 
Mutationen in Proteinen des Sarkomers, Zytoskeletts, Zellkerns und der Mitochondrien 
zu nennen.  
 
 
Abb. 2: Einteilung der primären Kardiomyopathien nach der Europäischen Gesellschaft 
für Kardiologie (Elliott et al., 2008). Abkürzungen siehe Abbildung 1.  
 
Die in dieser Arbeit behandelte dilatative Kardiomyopathie ist die häufigste primäre 
Kardiomyopathie in Deutschland. Ihre Inzidenz liegt bei etwa 5-8 Fällen pro 100 000 
pro Jahr. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die tatsächlichen Zahlen höher liegen, 
da asymptomatische Fälle meistens unerkannt bleiben (Paul et al., 2009). Auch ist 
anzunehmen, dass viele der an DCM erkrankten Patienten an einem plötzlichen Herz-
tod sterben, ohne dass dieser Zusammenhang erkannt wird (Komajda et al., 1990).  
Die DCM ist charakterisiert durch eine Dilatation des linken und teilweise des rechten 
Ventrikels. Aufgrund der Vergrößerung der Herzhöhlen besitzen die betroffenen 
Ventrikel eine verringerte Kontraktionsfähigkeit und somit eine verschlechterte 
Auswurfleistung. Diese führt zu einer Herzinsuffizienz, die wiederum die Symptomatik 
der DCM bestimmt. Hierzu gehören unspezifische Symptome, wie Schwächegefühl 
und Leistungsminderung, oder auch Linksherzsymptome, wie Dyspnoe, Tachykardie 
und Angina pectoris. Bei einer Beteiligung des rechten Herzens kommen als klinische 
Zeichen Aszites, Hepatomegalie und Ödeme der Extremitäten hinzu. 
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Die symptomatische Einteilung der DCM erfolgt daher nach den Stadien der Herz-
insuffizienz, wie sie von der New York Heart Association (NYHA) definiert wurden (sie-
he Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach der NYHA-Klassifikation der New York 
Heart Association 1994 
 Definition 
NYHA I 
Herzerkrankung ohne körperliche Limitation. 
Alltägliche körperliche Belastung verursacht 
• keine inadäquate Erschöpfung 
• keine Rhythmusstörungen 
• keine Luftnot oder Angina pectoris. 
NYHA II 
Herzerkrankung mit leichter Einschränkung der körperlichen Leistungsfähigkeit. 
Keine Beschwerden in Ruhe. 
Alltägliche körperliche Belastung verursacht 
• Erschöpfung 
• Rhythmusstörungen 
• Luftnot oder  
• Angina pectoris. 
NYHA III 
Herzerkrankung mit höhergradiger Einschränkung der körperlichen 
Leistungsfähigkeit bei gewohnter Tätigkeit. 
Keine Beschwerden in Ruhe. 
Geringe körperliche Belastung verursacht  
• Erschöpfung 
• Rhythmusstörungen 
• Luftnot oder  
• Angina pectoris. 




Die häufigste Todesursache der DCM ist laut einer Studie von Komajda et al. die 
dekompensierte Herzinsuffizienz. Seltenere Komplikationen und lebensverkürzende 
Ereignisse der DCM entstehen durch die Beteiligung des kardialen Reizleitungs-
systems und die Bildung von intrakardialen Thromben in den dilatierten, in ihrer Be-
weglichkeit reduzierten Kammern. Störungen des Reizleitungssystems können von 
harmlosen Schenkelblöcken über Vorhofflimmern bis hin zu gefährlichen supra-
ventrikulären und ventrikulären Tachykardien führen. Intrakardiale Thromben können 
als Embolie in Herzkranzgefäßen oder Hirnarterien letale Infarkte zur Folge haben 
(Komajda et al., 1990). Aufgrund der variablen Klinik beruht die Diagnose einer DCM 
primär auf bildgebenden Verfahren. In erster Linie wird die Echokardiographie verwen-
det, mit der man den linksventrikulären enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) und 
die Ejektionsfraktion (EF) bestimmen kann. Eine DCM gilt bei einer EF von <45% und 
einem LVEDD von >56 mm als gesichert, sofern keine anderen kardialen Ursachen 
gefunden werden (Mestroni et al., 1999). Mithilfe der Echokardiographie können 
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außerdem Alternativdiagnosen oder Ursachen für eine sekundäre DCM, wie z.B. 
Klappenvitien, ausgeschlossen werden. Zur weiteren Diagnostik gehören auch die 
Aufzeichnung eines Elektrokardiogramms (EKG) und eine Herzkatheteruntersuchung, 
um eine eventuell zu Grunde liegende koronare Herzerkrankung oder Herzrhythmus-
störungen festzustellen. Während der Herzkatheteruntersuchung wird häufig zusätzlich 
eine Myokardbiopsie entnommen, mit deren Hilfe z.B. eine virale Beteiligung oder Sys-
temerkrankungen, wie die Amyloidose, als Ursache einer sekundären DCM aufgedeckt 
werden können. 
Eine DCM kann durch diverse ätiologische Faktoren ausgelöst werden, welche jedoch 
in 50% der Fälle nicht aufgeklärt werden können. Die DCM wird dann als idiopathisch 
bezeichnet (Felker et al., 2000). Diesen idiopathischen Formen wird vor allem ein 
genetischer Hintergrund zugesprochen, weshalb sie als familiäre DCM charakterisiert 
werden. Definitionsgemäß bezeichnet man eine DCM als familiär, wenn sie zwei oder 
mehr Familienmitglieder betrifft oder ein erstgradiger Verwandter des fraglichen Patien-
ten an einem plötzlichen Herztod in einem Alter von <35 Jahren starb (Mestroni et al., 
1999). Es wurden bereits Mutationen gefunden, die in der Pathogenese einiger fami-
liärer DCM-Formen relevant sein könnten. Hierzu gehören Polymorphismen, die die 
Aminosäuresequenz oder den Expressionsgrad von Sarkomerproteinen, Adreno- und 
Acetylcholinrezeptoren, zytoskelettalen und mitochondrialen Proteinen betreffen 
(Taylor et al., 2006, Ruppert et al., 2004, Morimoto, 2008, Carniel et al., 2005, Fragoso 
et al., 2006, Zhang et al., 2008). In einer Studie von Grünig et al. machten Patienten 
mit einer familiären DCM wahrscheinlich 35% der idiopathischen DCM-Fälle aus 
(Grünig et al., 1998).  
In etwa der Hälfte der Fälle wird die Ursache der DCM aufgeklärt. Hier gelten eine 
virale bzw. autoimmune und toxische/alkoholtoxische Pathogenese als am häufigsten. 
Abbildung 3 stellt die Pathogenese einer DCM in drei Phasen dar: Auf den initialen 
myokardialen Schaden folgt der autoimmune myokardiale Schaden und schließlich das 
Endstadium der DCM (Mason, 2003).  
 
 
Abb. 3: Mögliche Entstehung einer dilatativen Kardiomyopathie in drei Schritten. 
Wahrscheinlich finden Überlappungen der drei Phasen statt (nach Mason 2003). 
Der initiale myokardiale Schaden kann z.B. alkoholtoxisch, metabolisch, immunolo-
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gisch oder familiär sein bzw. in Form eines viralen Infektes durch kardiotrope Viren, 
wie Coxsackievirus B3, Parvorvirus B19 (PB19), Epstein-Barr-Virus, Enteroviren oder 
Adenoviren, auftreten (Paul et al., 2009). Diese Viren können einen direkten zyto-
pathischen Effekt auf das Myokard haben und somit eine akute Myokarditis in der 
Phase 1 bewirken. Nach dieser akuten Phase kann sich bei einigen Patienten in der 
Phase 2 eine autoimmun getriggerte, chronische Myokarditis mit zirkulierenden kardia-
len Autoantikörpern entwickeln, auch autoimmune Myokarditis genannt (Caforio et al., 
2005). Typischerweise können dann antikardiale Antikörper nachgewiesen werden, die 
gesunde Verwandte von DCM-Patienten, teilweise schon Jahre bevor sie eine DCM 
entwickeln, im Blut besitzen. Ihre Existenz stellte sich in einer Studie mit 592 asympto-
matischen Verwandten von DCM-Patienten als prognostischer Marker heraus (Caforio 
et al., 2007). Möglicherweise wird diese autoimmune Myokarditis durch antigenes 
Mimikry mit viralen Antigenen ausgelöst. Maisch et al. konnten in vitro eine 
Kreuzreaktion zwischen Enteroviren und Autoantikörpern gegen Herzgewebe 
nachweisen (Maisch et al., 1993). Eine chronische Entzündungsreaktion (siehe 
Abbildung 3: Phase 2) mit einhergehender dauerhafter Gewebsschädigung kann bei 
einigen Patienten durch fibrotischen Umbau und Kardiomyozytenuntergang in das 
Endstadium der DCM (siehe Abbildung 3: Phase 3) übergehen (Mason, 2003).  
Da die DCM durch einen variablen klinischen Verlauf und eine vielfältige Symptomatik 
gekennzeichnet ist, kann man davon ausgehen, dass viele Faktoren in ihrer Ent-
stehung eine Bedeutung haben. Dazu gehört wahrscheinlich ein großes Spektrum an 
molekularen und genetischen Ursachen, aber auch Umweltfaktoren wie Stress, Ernäh-
rung und körperliche Aktivität. Auch ist anzunehmen, dass sogenannte „modifier“-Gene 
prädisponierend in der Entstehung der DCM wirken oder auch deren Erscheinungsbild 
oder Verlauf beeinflussen können (Pankuweit et al., 2009). Aufgrund der in Phase 2 
vorherrschenden autoimmunen Vorgänge wäre es denkbar, dass „modifier“-Gene im 
Bereich von immunregulatorischen Genen existieren, deren Einfluss den Übertritt von 
Phase 2 in Phase 3 ermöglicht oder beschleunigt. Die vorliegende Arbeit analysiert ei-
nen Zusammenhang zwischen einem solchen immunregulatorischen Gen, das für das 
cytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4) kodiert, und der DCM. Eine positive 
Assoziation könnte die Annahme stützen, dass autoimmune Vorgänge in der Patho-
genese der DCM eine Rolle spielen. 
Es wird angenommen, dass Autoimmunerkrankungen aus einer Unfähigkeit des Im-
munsystems resultieren, das Selbst zu tolerieren bzw. nicht auf dieses zu reagieren 
(Lesage & Goodnow, 2001, Greenwald et al., 2001). Der Körper hat zwei Haupt-
mechanismen, um diese Reaktion gegen sich selbst zu verhindern: die zentrale und 
die periphere Toleranz (Walker & Abbas, 2002).  
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Die Entstehung der zentralen Toleranz findet im Thymus statt. Vorläufer-T-Zellen (Thy-
mozyten) müssen einen Reifungs- und Selektionsprozess durchlaufen, wobei Zellen, 
deren Rezeptoren hochaffin mit Selbstantigenen reagieren, aussortiert werden 
(negative Selektion). Auch Thymozyten, deren Bindungsaffinität zu MHC-I- bzw. MHC-
II-Molekülen (Major histocompatibility complex) zu gering ist, werden ausgemustert 
(positive Selektion). Nur Thymozyten, die mit einer geringen Affinität auf Selbst-
antigene und Selbst-MHCs reagieren, werden selektiert und gelangen als reife T-
Zellen ins Blut (Gregersen & Behrens, 2006). Somit erreichen Thymozyten, deren T-
Zell-Rezeptor stark auf körpereigenes Gewebe reagieren würde, bei normaler Ent-
wicklung nicht die Peripherie. Durch diesen Mechanismus werden zahlreiche auto-
immune Reaktionen bereits verhindert. Um jedoch eine weiter reichende Selbst-
toleranz zu erlangen, ist auch die periphere Toleranz nötig, besonders da trotz 
positiver und negativer Selektion zahlreiche autoreaktive T-Zellen in die Peripherie ge-
langen (Semana et al., 1999). 
Ein wichtiger Baustein der peripheren Toleranz sind die CD4+CD25+-T-regu-
latorischen-Zellen (Tregs). Tregs entwickeln sich aus T-Helfer-Vorläuferzellen durch 
den Einfluss von TGF-ß (Chen et al., 2003). Sie sind gekennzeichnet durch die Ex-
pression des Transkriptionsfaktors FoxP3 (Fontenot & Rudensky, 2005, Fontenot et 
al., 2005). Die Funktion dieser T-Zell-Familie ist zwar nicht in allen Details verstanden, 
aber es steht fest, dass sie die Aktivierung und Differenzierung von Effektor-T-Zellen 
reguliert (Gregersen & Behrens, 2006). Vor allem zeichnen sich Tregs durch die 
Inhibierung von autoreaktiven Effektor-T-Zellen aus, die für die Entstehung von 
Autoimmunität verantwortlich sind (Chen et al., 2003). In Tiermodellen führt die 
Inaktivierung oder Eliminierung von Tregs zu diversen autoimmunen und entzündlichen 
Erscheinungen, wie Gastritis, Orchitis, Thyroiditis und spontanem autoimmunen 
Diabetes mellitus (Sakaguchi, 2004). Beim Menschen wird die Relevanz der Tregs für 
den Erhalt der peripheren Toleranz durch die seltene X-chromosomal vererbte 
Krankheit IPEX (Immun-Dysregulation, Polyendokrinopathie und Enteropathie, X-
chromosomal) verdeutlicht (Sakaguchi, 2004). Sie tritt zusammen mit Auto-
immunerkrankungen, wie Diabetes mellitus Typ 1, rezidivierenden Infektionen, Lymph-
adenopathie, Ekzemen und wässrig-blutigen Durchfällen, auf (Gambineri et al., 2003). 
IPEX wird durch eine Mutation im FOXP3-Gen verursacht (Brunkow et al., 2001), 
einem Transkriptionsfaktor, der für die Differenzierung der Tregs notwendig ist. 
Desweiteren konnten Barreto et al. zeigen, dass periphere mononukleäre Blutzellen 
von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes weniger Tregs enthalten als 
solche von gesunden Probanden (Barreto et al., 2009). Diese Erkenntnis unterstützt 
die Annahme, dass eine Dysfunktion oder ein Mangel an Tregs zur Entstehung einer 
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Autoimmunerkrankung, in diesem Fall zum systemischen Lupus erythematodes, führen 
kann. 
Neben den Tregs existieren noch andere Bestandteile des Immunsystems, die wichtig 
für den Erhalt der peripheren Toleranz sind, z.B. das in der vorliegenden Arbeit 
behandelte cytotoxische T-Lymphozyten Antigen-4 (CTLA-4) (Gregersen & Behrens, 
2006). CTLA-4 wird auf T-Zellen exprimiert und bindet Rezeptoren der B7-Familie, die 
auf der Oberfläche von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) lokalisiert sind. CTLA-4 
hemmt die Effektor-T-Zell-Aktivität und fördert die Aktivität von Tregs (Friedline et al., 
2009). So trägt CTLA-4 über zwei Wirkungsweisen zur peripheren Toleranz bei: 
erstens über die Inhibition von Effektor-T-Zellen und zweitens durch seine Rolle in der 
Funktion von Tregs (Gregersen & Behrens, 2006). 
Da in Phase 2 der DCM-Pathogenese (siehe Seite 4 Abbildung 3) der myokardiale 
Schaden durch autoimmune Vorgänge entstehen kann, die zum Beispiel durch eine 
virale Infektion initiiert wurden, gerieten immunregulierende Gene in den Fokus der 
Forschung. Vor allem die humanen Leukozyten-Antigene (HLA) kristallisierten sich als 
Kandidatengene der DCM heraus. HLA-Moleküle spielen eine wichtige Rolle in der 
Immunregulation und es ist bekannt, dass ihre Mutationen protektiv oder auch prä-
disponierend für die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sind (Anaya et al., 
2006) (siehe Seite 14 Abbildung 7). Folglich könnten sie auch die Entwicklung von 
Immunreaktionen innerhalb des Myokards fördern. Einige Studien berichteten von 
einer Assoziation der DCM mit MHC-II-Antigenen, vor allem HLA-DR4 (Liu et al., 2006, 
Rodríguez-Pérez et al., 2007). Die anormale Expression von HLA-Klasse-II auf dem 
kardialen Endothel könnte ein wichtiger Bestandteil der autoimmunen Genese der 
DCM sein (Lin et al., 2007). Eine Studie von Lozano et al. fand jedoch keine 
Assoziation mit HLA-DR4 (Lozano et al., 1997). Lin et al. berichteten von einer 
Assoziation der DCM mit einer 14bp-Deletion in der 3’-UTR (untranslantierte Region) 
von HLA-G, einem nichtklassischen HLA-Klasse-I-Molekül (Lin et al., 2007).  
Die Erkenntnis, dass bestimmte HLA-Klasse-II-Allele eine genetische Prädisposition für 
die DCM darstellen, legt die Vermutung nahe, dass auch andere immunregulatorische 
Moleküle in der autoimmunen Pathogenese, zumindest bei einem Teil der DCM-
Patienten, eine Rolle spielen können. In Mausexperimenten wurde demonstriert, dass 
die Manipulation von immunregulierenden Molekülen die Entwicklung einer auto-
immunen Myokarditis in Mäusen fördern kann. Die Blockade von ICOS (induzierbarer 
T-Zell-Kostimulator) supprimiert die Entwicklung der autoimmunen Myokarditis in Mäu-
sen (Futamatsu et al., 2003), wohingegen die Blockade von PD-1/PD-L1 (programmed 
death-1/programmed death-1 ligand) die myokardiale Entzündung steigert (Seko et al., 
2007). Beides sind Immunregulatoren, die auf T-Lymphozyten exprimiert werden. 
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Damit übereinstimmend gaben Kishimoto et al. bekannt, dass die Myokarditis-
ausprägung bei Mäusen durch T-Zellen beeinflusst werden kann (Kishimoto et al., 
1985). Ein anderer Immunregulator, der die Entstehung von autoimmunen Reaktionen 
im Myokard nach einer viralen Infektion fördern könnte, könnte das in dieser Arbeit 
untersuchte cytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4) sein. 
 
1.2. Das cytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4   
1.2.1. Aufbau und Funktion des cytotoxischen T-Lymphozyten-
Antigen-4-Gens (CTLA-4) 
Das humane CTLA-4-Gen liegt auf dem menschlichen Chromosom 2q33 zusammen 
mit zwei weiteren immunregulatorischen Proteinen: CD28 und ICOS (siehe Abbildung 
8). Alle drei gehören der Superfamilie der Immunglobuline/Immunglobulinrezeptoren 
an. Zwischen CTLA-4 und CD28 besteht auf der Genebene eine 75%ige Sequenz-
homologie. Beide bestehen aus zwei glykosylierten Peptidketten, die sich zu einem 
Homodimer zusammensetzen. Die Peptidketten von CTLA-4 umfassen je eine Trans-
membrandomäne und einen zytoplasmatischen Schwanz. Das CTLA-4-Gen besteht 
aus vier Exons, die durch Introns voneinander getrennt sind (siehe Abbildung 8). Exon 
1 kodiert für das Signalpeptid, Exon 2 für die Ligandenbindungsdomäne, Exon 3 für die 
Transmembrandomäne und Exon 4 für den zytoplasmatischen Schwanz (Ueda et al., 
2003, Harper et al., 1991). Das Signalpeptid, bestehend aus einer Sequenz von 37 
Aminosäureresten, wird während der Biosynthese abgeschnitten und ist nicht Teil des 
reifen Proteins (Kristiansen et al., 2000). Außer dem kompletten CTLA-4-Protein, auch 
flCTLA-4 (engl.: full length CTLA-4) genannt, existiert noch das lösliche CTLA-4 (engl.: 
soluble CTLA-4, sCTLA-4), eine alternative Spleißform, bei der durch eine Deletion von 
Exon 3 die Transmembrandomäne des Proteins fehlt (Magistrelli et al., 1999). Ohne 
diese kann es nicht in die Zellmembran eingebaut werden und liegt als lösliche Form 
vor (Oaks et al., 2000, Pawlak et al., 2005). 
Die Aktivierung von naiven T-Zellen hängt von zwei verschiedenen Signalen ab: 
erstens der Antigenerkennung über den Antigen-MHC-Komplex und zweitens der Inter-
aktion zwischen CD28 auf der T-Zell-Oberfläche und seinen Liganden B7.1 (CD80) 
und B7.2 (CD86) auf der Antigen-präsentierenden Zelle (APC) (siehe Seite 9 
Abbildung 4). Dieses zweite kostimulatorische Signal fördert die Proliferation der T-
Zelle, induziert das antiapoptotische Protein Bcl-xL und erhöht die Produktion 
verschiedener Zytokine, vor allem IL-2. Ohne dieses kostimulatorische Signal wird die 
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T-Zelle apoptotisch oder anerg (Anderson et al., 1999, Bluestone, 1997, Chambers et 
al., 1997). Da B7.1 und B7.2 nur auf der Oberfläche von APCs exprimiert werden, ist 
durch das kostimulatorische Signal gewährleistet, dass die Proliferation von T-Zellen 
nur durch professionelle APCs verursacht wird und nicht durch andere Körperzellen, 
die ein passendes Antigen auf ihrer Oberfläche tragen. Erkennt eine autoreaktive, 
naive T-Zelle in der Peripherie ihr Antigen auf der Oberfläche einer Körperzelle, 
entwickelt sie sich nicht zu einer Effektor-T-Zelle, da die Körperzelle mangels B7-
Rezeptoren kein adäquates kostimulatorisches Signal senden kann. Dieser 
Mechanismus schützt vor Autoreaktivität und trägt somit zur peripheren Toleranz bei. 
Außer dem positiven kostimulatorischen Rezeptor CD28 kann auch ein weiterer T-Zell-
Rezeptor an das B7 der APCs binden: CTLA-4 (Linsley et al., 1991) (siehe Abbildung 
4). Im Gegensatz zu CD28 wirkt CTLA-4 aber inhibitorisch auf die Effektor-T-Zell-
Funktion (Linsley et al., 1992b, Krummel & Allison, 1995). 
 
 
Abb. 4: Interaktionen zwischen professioneller Antigen-präsentierender Zelle und T-
Zelle. Zusätzlich zur MHC/T-Zell-Rezeptor-Bindung benötigt die T-Zelle zur Aktivierung 
die B7/CD28-Interaktion. CTLA-4 übt nach Bindung an B7 ein inhibitorisches Signal auf 
die T-Zell-Funktion aus (MHC: Major Histocompatibility Complex). 
 
CTLA-4 wird wie CD28 auf der T-Zell-Oberfläche exprimiert, jedoch anders als CD28 
nicht auf ruhenden T-Zellen (Tivol et al., 1996, Krummel & Allison, 1995). Kommt es zu 
einem Kontakt der ruhenden, naiven T-Zelle mit einer Antigen-präsentierenden-Zelle 
und somit zu einer Stimulation des T-Zell-Rezeptors und CD28 nennt man die T-Zelle 
„aktiviert“ oder auch Effektor-T-Zelle. Solche aktivierten T-Zellen exprimieren CTLA-4 
mit einem Maximum von 48 Stunden nach Aktivierung (Walunas et al., 1994, Krummel 
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& Allison, 1995, Linsley et al., 1992a).  
Neben der hemmenden Wirkung auf Effektor-T-Zellen spielt CTLA-4 höchst-
wahrscheinlich eine wichtige Rolle in T-regulatorischen-Zellen (Tregs) (Friedline et al., 
2009). Dieser T-Zell-Subtyp inhibiert das Immunsystem und benötigt unter anderem 
CTLA-4 für diese Aufgabe (Sakaguchi, 2004). Somit bewirkt CTLA-4 durch zwei 
Mechanismen eine Inhibition des Immunsystems: über eine Hemmung der Effektor-T-
Zell-Aktivität und eine Förderung der Treg-Funktion (siehe Seite 11 Abbildung 5). Tivol 
et al. bewiesen die elementare immunregulatorische Aufgabe von CTLA-4, indem sie 
CTLA-4-Knock-out-Mäuse untersuchten, die durch den Funktionsverlust von CTLA-4 
an Multiorganversagen durch massive Gewebedestruktion infolge einer lymphozytären 
Proliferation starben. In Abwesenheit von CTLA-4 werden periphere T-Zellen aktiviert 
und können ungehindert proliferieren, Zytokine (z.B. IL-4) produzieren und eine letale 
Gewebedestruktion verursachen, die vor allem das Herz und das Pankreas betrifft 
(Tivol et al., 1995). Waterhouse et al. erlangten ähnliche Ergebnisse (Waterhouse et 
al., 1995). Ob CTLA-4 seine immunregulatorische Wirkung über Tregs und Effektor-T-
Zellen oder nur über Effektor-T-Zellen ausübt, ist ein Streitpunkt in der aktuellen For-
schung. Diese Debatte scheint jedoch unter anderem durch neue Versuche von Peggs 
et al. zu Gunsten der dualen CTLA-4-Wirkung entschieden worden zu sein. Die 
Autoren versuchten, in einem Mausmodell des malignen Melanoms zu eruieren, ob die 
tumorsuppressive Wirkung eines blockierenden CTLA-4-Antikörpers an der Treg- oder 
an der Effektor-T-Zell-Funktion ansetzt. Ihre Resultate ergaben, dass eine effektive Tu-
morbekämpfung nur gelingt, wenn die Wirkung von CTLA-4 sowohl in Tregs als auch 
in Effektor-T-Zellen blockiert wird (Peggs et al., 2009).  
Neben der Diskussion, über welche T-Zell-Population CTLA-4 seine Wirkung entfaltet, 
ist noch ein weiterer Punkt nicht abschließend geklärt: Auch wenn die inhibitorische 
Funktion von CTLA-4 auf Effektor-T-Zellen allgemein akzeptiert wird, ist der exakte 
Mechanismus bislang unklar. Bis vor kurzem ging man von zwei Hauptmechanismen 
aus (Friedline et al., 2009, Masteller et al., 2000) (siehe Abbildung 5):  
1. CTLA-4 konkurriert mit dem positiven kostimulatorischen Molekül CD28 um seine 
gemeinsamen Liganden B7.1 und B7.2 (Teft et al., 2006). Da CTLA-4 eine deutlich 
höhere Affinität zu den B7-Rezeptoren als CD28 hat, kann es CD28 aus der im-
munologischen Synapse sogar verdrängen (Linsley et al., 1991, Pentcheva-Hoang 
et al., 2004). Für diese Hypothese spricht die Tatsache, dass CTLA-4 sogar ohne 
seinen zytoplasmatischen Schwanz hemmend auf eine Immunantwort einwirken 
kann (Nakaseko et al., 1999). Dieser Mechanismus allein scheint die Wirkung von 
CTLA-4 auf Effektor-T-Zellen jedoch nicht zu erklären, da die Expression eines 
trunkierten CTLA-4-Rezeptors ohne zytoplasmatischen Schwanz in CTLA-4-knock-
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out-Mäusen den Beginn einer lymphozytären Proliferation zwar verzögert, diese 
jedoch nicht vollständig verhindern kann (Masteller et al., 2000). Aus diesem Grund 
nimmt man an, dass  
2. CTLA-4 zusätzlich eigenständig negative Signale generiert, die zu einer Inhi-
bierung der T-Zell-Proliferation und verminderten Produktion von IL-2 führen 
(Krummel & Allison, 1996).  
Ein weiterer Mechanismus, wie CTLA-4 seine hemmende Wirkung auf das 
Immunsystem ausüben könnte, stellten Qureshi et al. erst kürzlich in in vitro und in vivo 
Experimenten vor (Qureshi et al., 2011). CTLA-4 besitzt die Fähigkeit seine Liganden, 
die B7-Rezeptoren, durch Transendozytose von der Oberfläche der Antigen-
präsentierenden-Zellen (APC) zu entfernen. Anschließend werden die B7-enthaltenden 
Vesikel in den CTLA-4-exprimierenden Zellen eingeschlossen. Durch die daraus 
resultierende verringerte Expression von B7-Rezeptoren auf der APC ist die positive 
kostimulatorische Wirkung von CD28 eingeschränkt, da dieses, wie bereits be-
schrieben, seine Wirkung über B7 ausübt. Qureshi und Kollegen entdeckten diese 
CTLA-4-Wirkung auf T-Effektor-Zellen und Tregs. Daraufhin kamen sie zu dem 
Schluss, dass CTLA-4 nicht, wie bisher angenommen, seine inhibierende Wirkung in 
T-Effektor-Zellen und Tregs mechanistisch unterschiedlich ausführt, sondern auf die 
gleiche Weise (Qureshi et al., 2011).  
 
 
Abb. 5: Die Funktion von CTLA-4 in T-Effektor-Zellen und Tregs bewirkt über eine 
Hemmung der Proliferation von autoreaktiven T-Zellen ein vermindertes Auftreten von 
autoimmunen Reaktionen bzw. Autoimmunerkrankungen. Der genaue Mechanismus, 
wie CTLA-4 seine Wirkung ausübt, ist noch nicht abschließend verstanden.  
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1.2.2. CTLA-4 und seine Rolle in der Entwicklung von 
Autoimmunerkrankungen 
Abbildung 6 zeigt in einer schematischen Darstellung, mit welchen Mitteln das Immun-
system von Säugetieren das Gleichgewicht zwischen Toleranz gegenüber endogenen 
Antigenen und Immunität gegenüber eindringenden Pathogenen erhält. Mit Selbst-
antigenen wird das Immunsystem chronisch konfrontiert und entwickelt im Idealfall mit-
hilfe von CTLA-4 und Tregs Toleranz. Einer akuten Antigenpräsentation dagegen, z.B. 
aufgrund einer viralen Infektion, folgt eine Aktivierung des Immunsystems über CD28 
(siehe Abbildung 6). 
 
 
Abb. 6: Rolle von CTLA-4 im Gleichgewicht des Immunsystems zwischen Immunität 
durch akute Konfrontation mit einem Antigen auf der einen und Toleranz durch 
chronische Antigenpräsentation auf der anderen Seite. (TCR: T-Zell-Rezeptor, 
vereinfachtes Modell modifiziert nach Lesage and Goodnow, 2001). 
 
Die Erkenntnis, dass CTLA-4 durch eine Hemmung der T-Zell-Antwort die periphere 
Toleranz erhält, begründete die Vermutung, dass ein vermindertes Expressionsniveau 
von CTLA-4 umgekehrt zu einer verminderten peripheren Toleranz führt und damit die 
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen ermöglichen könnte (Bluestone, 1997). 
Unterstützt wurde diese Hypothese durch Untersuchungen der Arbeitsgruppen von 
Perez und Greenwald, die zeigten, dass T-Zellen, die mit einem tolerogenen Stimulus 
gereizt wurden, Toleranz entwickeln, indem sie eine verminderte IL-2-Synthese- und 
Proliferationsrate aufweisen und in Phase G1 des Zell-Zyklus arretiert werden.  
CTLA-4-negative-T-Zellen dagegen proliferierten rege, produzierten IL-2 und traten 
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trotz Gabe eines tolerogenen Stimulus in die S-Phase des Zellzyklus ein (Perez et al., 
1997, Greenwald et al., 2001). Ähnliche Resultate lieferten Versuche von Walunas und 
Bluestone, denn die Gabe von Anti-CTLA-4-Antikörpern an Mäuse, die mit einem 
tolerogenen Stimulus konfrontiert wurden, verhinderte die Toleranzentwicklung und 
endete in der Entstehung von Antigen-reaktiven T-Zellen (Walunas & Bluestone, 
1998). 
Über welche Mechanismen eine reduzierte Menge an CTLA-4 schlussendlich zu einer 
Autoimmunerkrankung führt, ist nicht abschließend geklärt. Es existieren jedoch, ent-
sprechend der dualen Expressionsorte von CTLA-4, den Effektor-T-Zellen und den 
Tregs, zwei Hauptansätze: 
1. Da die Affinität von CTLA-4 zu den B-7-Rezeptoren deutlich höher ist als die von 
CD28 (Linsley et al., 1991), gelangte man zu der Theorie, dass bei geringer B7-
Konzentration CTLA-4 gegenüber CD28 die Überhand behält und die Immun-
antwort der Effektor-T-Zellen hemmt (Eagar et al., 2002). APCs exprimieren B7 auf 
ihrer Oberfläche, wenn sie mit Antigenen konfrontiert werden. Kommen sie nur mit 
geringen Antigenmengen in Kontakt, führt dies folglich zu einer niedrigen B7-
Oberflächen-Expression und CTLA-4 bindet mit seiner hohen Affinität vermehrt an 
B7. In geringerer Antigenmenge liegen z.B. endogene Antigene vor, denn diese 
werden gewöhnlich nicht, wie z.B. replizierende Viren während einer Infektion, in 
größerer Menge exprimiert. In diesem Fall besitzt die APC, die der naiven T-Zelle 
das endogene Antigen präsentiert, nur wenige B7-Moleküle an ihrer Oberfläche, 
CTLA-4 verdrängt CD28 aus der immunogenen Synapse, begrenzt die Proliferation 
der autoreaktiven T-Zelle und verhindert so den Beginn einer autoimmunen Reak-
tion. Bei optimalen Aktivierungsbedingungen dagegen, wenn die APCs hohe Kon-
zentrationen an B7 an ihrer Oberfläche tragen, überwiegt die stimulierende Wir-
kung von CD28 und es kommt zur vollen T-Zell-Antwort (McCoy & Le Gros, 1999). 
Wird CTLA-4 in verringerter Menge auf der T-Zell-Oberfläche exprimiert, kann es 
bei niedriger B7-Konzentration, wie sie bei endogenen Antigenen vorliegt, CD28 
nicht adäquat verdrängen und somit die Expansion einer autoreaktiven T-Zelle 
nicht unterbinden (Tivol et al., 1996).  
2. Eine weitere Überlegung, wie die reduzierte Konzentration von CTLA-4 zu einer 
Autoimmunerkrankung führen könnte, beruht auf der wichtigen Funktion, die CTLA-
4 in der Regulation der Treg-vermittelten Immunantwort innehat. Tang und Mitar-
beiter wiesen nach, dass CTLA-4-blockierende Antikörper die supprimierende Akti-
vität von Tregs in vitro aufheben (Tang et al., 2004a). Kolar et al. zeigten, dass 
CTLA-4-blockierende Antikörper zu vermehrtem Aktivierungs-induzierten Zelltod 
(AICD) der Tregs führten (Kolar et al., 2009). Damit übereinstimmend besaßen nur 
1. Einleitung 14 
CTLA-4-exprimierende Tregs die Fähigkeit, autoreaktive T-Zellen zu hemmen 
(Friedline et al., 2009) und CTLA-4-negative-Tregs waren in Mausexperimenten un-
fähig, einen autoimmunen Diabetes mellitus zu verhindern (Schmidt et al., 2009). 
Schließlich führte die Eliminierung von Tregs (Sakaguchi et al., 1995) – genau wie 
die Gabe von Anti-CTLA-4-Antikörpern (Takahashi et al., 2000) – zu Autoimmun-
erkrankungen in Mäusen. Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass gene-
tische Defekte, die die Funktion von Tregs beeinflussen, eventuell auch im Zusam-
menspiel mit Umwelteinflüssen und/oder anderen genetischen Faktoren ein Grund 
für die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sein können. Damit überein-
stimmend zeigten Tregs von Multiple-Sklerose-Patienten im Vergleich zu gesunden 
Individuen eine verringerte supprimierende Aktivität (Viglietta et al., 2004). Einige 
Forschungsgruppen konnten sogar eine niedrigere Treg-Konzentration im peri-
pheren Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen, z.B. beim systemischen 
Lupus erythematodes (Crispin et al., 2003) und Diabetes mellitus Typ 1 (Kukreja et 
al., 2002), im Vergleich zu gesunden Probanden nachweisen. Die Arbeitsgruppen 
von Li und Tang erlangten ähnliche Resultate in Studien mit DCM-Patienten (Li et 
al., 2010, Tang et al., 2010). Umgekehrt gelang eine Senkung der Mortalität von 
Mäusen mit experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) von 50% auf 
0% durch eine Therapie mit Tregs (Mekala & Geiger, 2005). Ähnliche Ergebnisse 
erreichten Tang und Kollegen mit Mäusen, die an Diabetes mellitus Typ 1 litten 
(Tang et al., 2004b) und Morgan et al. mit an rheumatoider Arthritis erkrankten 
Mäusen (Morgan et al., 2005).  
Genetische Defekte, die eine Unterfunktion der Tregs und damit Auto-
immunreaktionen hervorrufen, könnten beispielsweise das CTLA-4-Gen betreffen 
(Sakaguchi, 2004) (siehe Abbildung 7).  
 
 
Abb. 7: Hypothetische Entstehung einer Autoimmunerkrankung durch zwei 
Einflussfaktoren: Fehlfunktionen der Tregs und das individuelle genetische 
Repertoire (verändert nach Sakaguchi 2004).  
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Aufgrund dieser beiden oben geschilderten Mechanismen, die zeigten, wie wichtig ein 
funktionelles CTLA-4 für die Immunregulation ist, gerieten Polymorphismen des CTLA-
4-Gens in den Fokus wissenschaftlicher Fragestellungen. Polymorphismen könnten 
möglicherweise eine verminderte Expression oder eine Dysfunktion von CTLA-4 mit 
sich bringen und so die Prädisposition für Autoimmunerkrankungen erhöhen 
(Sakaguchi, 2004). Es wurde beispielsweise demonstriert, dass CTLA-4-Poly-
morphismen die Entwicklung und Anzahl von Tregs beeinflussen können (Tang et al., 
2004a, Atabani et al., 2005, Barreto et al., 2009). In den letzten Jahren entstanden 
eine Vielzahl von Studien, die Autoimmunkrankheiten, wie Diabetes mellitus, 
rheumatoide Arthritis, Hashimoto-Thyreoiditis, Morbus Basedow, systemischer Lupus 
erythematodes, Zöliakie, primär biliäre Sklerose und andere, auf eine Assoziation zu 
gängigen CTLA-4 Polymorphismen hin testeten.  
 
1.2.3. Bekannte Polymorphismen des CTLA-4-Gens 
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Polymorphismen des CTLA-4-Gens gefunden. 
Hierzu gehören die in dieser Arbeit untersuchten singuläre Nukleotid-Polymorphismen 
(SNP) +49 (CT42) und +6230 (CT60), aber auch andere, wie der -318-SNP und ein Di-
nukleotid-repeat-Polymorphismus (AT)n (siehe Abbildung 8). 
 
 
Abb. 8: Humanes Chromosom 2q33 mit den drei Genen für CD28, CTLA-4 und ICOS. 
Bekannte Polymorphismen des CTLA-4-Gens. (ICOS: induzierbarer Kostimulator, 
UTR: untranslatierte Region, Abbildung nicht maßstabsgetreu, modifiziert nach Gough 
et al. 2005). 
 
Der +49-SNP, auch rs231775 oder CT42 genannt, liegt in der kodierenden Region des 
Exons 1 des CTLA-4-Gens. Dieses Exon kodiert die 37 Aminosäuren des Signal-
peptids. Das Signalpeptid lenkt CTLA-4 zum endoplasmatischen Retikulum, wo es 
während der Translation abgespalten wird und somit nicht mehr Teil des reifen 
Proteins ist (Anjos et al., 2002). Beim häufigeren A-Allel findet sich Adenin an Stelle 49 
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der CTLA-4-cDNA im Exon 1. Kommt es jedoch in dieser Position zum Einbau eines 
Guanins in den DNA-Strang und somit zum selteneren G-Allel, folgt ein Amino-
säurenaustausch an Stelle 17 des Signalpeptids von Threonin zu Alanin (Khatlani et 
al., 2000). Der CT42-SNP war einer der ersten Polymorphismen im CTLA-4-Gen, der 
mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht wurde, so z.B. mit Morbus 
Basedow (Kouki et al., 2000). Das G-Allel gilt hierbei als prädisponierend.  
Der CT60-SNP, auch als rs3087243 oder +6230 bezeichnet, liegt in der 3’-untrans-
latierten-Region (3’-UTR) des CTLA-4-Gens. Häufiger liegt er, wie auch der +49-SNP, 
als A-Allel vor. Das seltenere G-Allel wurde in mehreren Studien als prädisponierend 
für Autoimmunkrankheiten bezeichnet.  
 
1.3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung einer möglichen Assoziation 
zwischen zwei Polymorphismen des cytotoxischen T-Lymphozyten-Antigens-4   
(CTLA-4), namentlich dem CTLA-4-CT60-(+6230)- und dem CTLA-4-+49-(CT42)-Poly-
morphismus, und der dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Man nimmt an, dass in der 
Pathogenese der DCM neben anderen Faktoren auch autoreaktive Mechanismen 
gegen Kardiomyozyten eine Bedeutung haben. Aus diesem Grund scheint es nahe-
liegend, Polymorphismen von Kandidatengenen im Bereich der Immunregulation auf 
eine Assoziation zur DCM hin zu untersuchen. Hierzu gehört der auf T-Lymphozyten 
exprimierte Immunregulator CTLA-4. In der vorliegenden Dissertationsschrift soll 
erstens analysiert werden, ob bestimmte Genotypen des CTLA-4-CT60- und +49-
Polymorphismus gehäuft bei DCM-Patienten im Vergleich zu Gesunden auftreten und 
zweitens, ob der Genotyp der beiden CTLA-4-Polymorphismen einen Einfluss auf die 
Klinik und den Verlauf der DCM hat. Sollte einer dieser beiden Zusammenhänge be-
stehen, könnte dies die Annahme unterstützen, dass autoimmune Vorgänge in der 
Entwicklung von bestimmten Subentitäten der DCM eine Rolle spielen.  
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2. Material und Methoden 
2.1. Patienten- und Kontrollkollektiv 
In die vorliegende klinische Studie flossen die Daten von Patienten aus dem Kompe-
tenznetz Herzinsuffizienz (KNHI) ein. Es handelt sich hierbei um eine seit 2003 be-
stehende deutschlandweite Kooperation mit Leitstelle in Berlin, der auch die Kardio-
logische Klinik der Universität Marburg angehört. Die Kontrollgruppe wurde aus klinisch 
gesunden Personen ohne Hinweise auf eine Herzinsuffizienz in Anamnese und körper-
licher Untersuchung gebildet, die als Blutspender in die Marburger Blutbank ge-
kommen waren. Die Rekrutierung der 457 kardiologischen Patienten erfolgte auf den 
internistischen Stationen des Universitätsklinikums Marburg, beziehungsweise des 
Universitätsklinikums der Charité Berlin. Die Patienten hatten klinische Zeichen der 
Herzinsuffizienz und wurden zur medizinischen Ursachensuche stationär eingewiesen. 
Die diagnostischen Kriterien der dilatativen Kardiomyopathie wurden definiert als 
echokardiographisch ermittelte linksventrikuläre Ejektionsfraktion (EF) von <45% und/ 
oder einem linksventrikulären enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) von >56 mm 
ohne das Vorliegen von sekundären Ursachen für eine Herzinsuffizienz wie etwa koro-
nare Herzerkrankung oder signifikante Vitien. Die Patienten wurden routinemäßig zu 
ihrer persönlichen und familiären Anamnese befragt, einer körperlichen Untersuchung 
unterzogen und mittels eines 12-Kanal-Elektrokardiogramms, einer Röntgen-Thorax-
Untersuchung und einer transthorakalen Echokardiographie untersucht. Um eine re-
levante koronararterielle Stenose auszuschließen, wurden die DCM-Patienten einer 
diagnostischen Koronarangiographie unterzogen. Patienten, die die diagnostischen 
Kriterien der dilatativen Kardiomyopathie erfüllten, wurden eingeladen an der Studie 
teilzunehmen. Als Voraussetzung zur Teilnahme mussten sie außerdem eine schrift-
liche Einwilligung unterzeichnen. 
In Marburg wurden 250 Probanden der Patientengruppe in die Studie eingeschlossen 
und nach etwa 12 Monaten im Sinne eines Follow-Ups erneut mittels Anamnese, 
körperlicher Untersuchung, 12-Kanal-Elektrokardiogramm, Röntgen-Thorax und trans-
thorakaler Echokardiographie nachuntersucht. Außerdem wurde eine Myokardbiopsie 
entnommen, die immunhistologisch und molekularbiologisch analysiert wurde, um Auf-
schluss über die Ätiologie der DCM geben zu können. Die 250 DCM-Patienten aus 
Marburg wurden, je nach Zeitpunkt ihres Einschlusses in die Studie, in zwei Gruppen 
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aufgeteilt: DCM Marburg 1 und DCM Marburg 2. In der vorliegenden Arbeit wurde der 
CTLA-4-CT60-Polymorphismus in beiden Marburger DCM-Gruppen untersucht. Der 
CTLA-4-CT42-Polymorphismus in der DCM-Gruppe Marburg 1 wurde bereits in der 
Dissertationsschrift von Clarissa Struwe mit dem Titel „Assoziationsuntersuchung bei 
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und Polymorphismen im CTLA4-Gen“ einge-
hend analysiert (Struwe, 2012). Aus diesem Grund wurde er in dieser Arbeit nur in der 
DCM-Gruppe Marburg 2 bearbeitet, damit die Ergebnisse von Clarissa Struwe in einer 
zweiten Gruppe verifiziert werden konnten. 
Die übrigen 207 DCM-Patienten wurden in der Kardiologischen Klinik der Charité 
Berlin rekrutiert. Bei diesen Probanden wurde kein Follow-Up durchgeführt und an 
Daten nur Alter, Geschlecht, LVEDD und EF erhoben. Diese Berliner DCM-Patienten 
wurden nur für den CTLA-4-CT60-Polymorphismus untersucht, für den +49-SNP er-
folgte dies bereits durch Clarissa Struwe. 
Von jedem Probanden wurde mittels venöser Punktion Blut in ein EDTA-Antikoa-
gulanz-enthaltendes Röhrchen entnommen. Hieraus wurde DNA für die molekular-
biologischen Versuche dieser und anderer Arbeiten gewonnen. Durchgeführt wurde die 
DNA-Isolierung von den kardiologischen Abteilungen der Universität Marburg bzw. der 
Charité Berlin.  
Für die Untersuchung des CTLA-4-CT60-Polymorphismus wurden die Daten aller 457 
Patienten und 534 Kontrollen miteinander verglichen. Für die statistischen Unter-
suchungen des CTLA-4-+49-Polymorphismus wurden Daten von 152 DCM-Patienten 
und 221 Kontrollindividuen verwendet, die nicht in die Arbeit von Clarissa Struwe 
eingingen. So konnten die von Clarissa Struwe erzielten Ergebnisse mit einer 
zusätzlichen Patienten- und Kontrollgruppe in der vorliegenden Arbeit überprüft und 
eine umfassende Bewertung der Signifikanz des CTLA-4-+49-Polymorphimus in Bezug 
auf die DCM erzielt werden.  
Das Studienprotokoll wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der 
Universität Marburg und der des Universitätsklinikums der Charité Berlin genehmigt. 




 Firma Standort 
Acetat Merck Darmstadt, Deutschland 
Agarose Biozym Oldendorf, Deutschland 
Amoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland 
Aqua dest. Eppendorf Hamburg, Deutschland 
Borsäure Acrós Geel, Belgien 
Bovines Serumalbumin (BSA)  New England Biolabs Frankfurt, Deutschland 
Desoxyribonukleosid-
triphosphate (100mM) 
Bioline Luckenwalde, Deutschland 
DNA-Längenstandard Roche Mannheim, Deutschland 
EDTA Acrós Geel 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Taufkirchen 
Formamid  Roth Karlsruhe, Deutschland 
Glycerin Merck Darmstadt 
Probenpuffer Prime5 Hamburg 
MgCl2-Lösung (50 mM) Bioline Luckenwalde 
NE-Puffer 4 New England Biolabs Frankfurt 
N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin 
Pharmacia Biotech Uppsala, Schweden 
PCR-Puffer Bioline Luckenwalde 




Urea (Harnstoff) Bio-Rad Laboratories München, Deutschland 
 
2.2.2. Enzyme 
 Firma Standort 
BIOTAQ™ DNA Polymerase Bioline Luckenwalde 
NlaΙΙΙ  New England Biolabs Frankfurt 
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2.2.3. Primer 
 Sequenz Firma Standort 
CTLA-4-CT42- 
Polymorphismus 
5’-GGATCCTGAAAGGTTTTGCTC-3’ und               
5’-(GxCy)n-TGCTGAAACAAATGAAACCC-3’ 













50xTAE-Puffer 2 M Tris, 1 M Acetat, 0,5 M EDTA, 50 mM KOH, pH 8,0 
10xTBE-Puffer 1 M Tris, 0,9 M Borsäure, 0,01 M EDTA, pH 8,4 
10xPCR Puffer 160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCl, pH 8,8 
 
2.2.5. Reaktionsgefäße 
 Firma Standort 
0,2 ml Tubes Plastikbrand Kobe Marburg, Deutschland 
96 Multiply PCR Platte natur 0,2 ml Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
 
2.2.6. Geräte 
 Firma Standort 
DGGE-Apparat                           
Universal Mutation Detection 
System und Zubehör 
Bio-Rad Laboratories München 
Elektrophoresekammer               
Sunrise  
Biometra Göttingen, Deutschland 
Elektrophoresekammer  GNA 100 Pharmacia Biotech Uppsala 
GPKR Zentrifuge Beckmann Coulter Krefeld, Deutschland 
Mikrowelle AFK Deutschland Hamburg 
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Minizentrifuge  MCF-2360 
LMS (Laboratory & 
Medical Supplies) 
Kaiserslautern, Deutschland 
Mischer  Reax control Heidolph Schwabach, Deutschland 
Pipetten (10 µ l – 1000 µ l) Eppendorf Hamburg 
Stromquelle                               
Standard Power Pack P25 
Biometra Göttingen 
Thermocycler  Primus 96 plus Aviso Jena, Deutschland 
Transilluminator Bio-Rad Laboratories München 
Waage Sartorius Göttingen 
Wärmeplatte  MR 3001 Heidolph Schwabach 
Wärmeschrank Heraeus Hanau, Deutschland 
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2.3. Molekularbiologische Methoden 
2.3.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine von Kary Mullis entwickelte Methode 
(Mullis et al., 1986) zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten. Um eine bestimmte DNA-
Sequenz vervielfältigen zu können, wurden hier spezifische Oligonukleotide, soge-
nannte Primer, als Startermoleküle verwendet, die den gewünschten DNA-Abschnitt 
des CTLA-4-Gens einrahmen. Zur Amplifikation waren drei Vorgänge nötig, die jeweils 
35- bis 40-Mal wiederholt wurden: Denaturierung, Anlagerung der Primer (Annealing) 
und Synthese (Verlängerung, engl.: Elongation). Bei der Denaturierung wurde der 
DNA-Doppelstrang durch Erhitzen reversibel in seine beiden Einzelstränge aufge-
spalten. Während des zweiten Vorganges, dem Annealing, lagerten sich die Primer an 
ihre komplementären Sequenzen an der DNA an und bestimmten so den Ansatzpunkt 
der DNA-Polymerase, die im dritten Schritt, der Synthese, die Primer mit Desoxy-
nucleosidtriphosphaten (dNTPs) verlängerte. Die Reaktion lief in einem Thermocycler 
ab, der zyklisch die Temperaturoptima der drei Vorgänge einstellt und so die richtige 
Abfolge der Schritte gewährleistet. Durch die Wiederholung des Zyklus kommt es zu 
einer exponentiellen Vervielfältigung der Zielsequenz.  
Zur Amplifikation der erwünschten DNA-Abschnitte wurde 1 µl der zu untersuchenden 
DNA mit dem in Tabelle 2 aufgeführten PCR-Ansatz vermischt: 
 
Tabelle 2: Komponenten des PCR-Ansatzes für den Master-Mix 
 Volumen in µ l (pro 1 µ l DNA) 
Aqua dest. 8,44 
PCR Puffer 1,25 
dNTP Mix 1,00 
MgCl2-Lösung 0,50 
Primer R 0,38 
Primer F 0,38 
DNA-Polymerase 0,06 
 
Die Ansätze wurden in die PCR-Platten pipettiert, mit dem Vortexer geschüttelt, zentri-
fugiert und in den Thermocycler gestellt. Dazu wurde das in Tabelle 3 angegebene 
PCR-Protokoll verwendet: 
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Tabelle 3: PCR-Zyklen 
 Zeit Temperatur 
Denaturierung 10,5 min 95 °C 
35 Zyklen 30 s - 30 s - 45 s 95 °C – 61 °C – 72 °C 
Extension 7 min 72 °C 
Abkühlung ∼ 4 °C 
 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.3.2.) konnten die PCR-Produkte 
überprüft und dargestellt werden. 
 
2.3.2. Agarose-Gelelektrophorese 
In der vorliegenden Arbeit wurden Gelelektrophoresen durchgeführt, um einerseits zu 
überprüfen, ob das jeweilige PCR-Produkt korrekt amplifiziert wurde, und um anderer-
seits den Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) des CT60-SNP zu 
analysieren. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde als eine Methode zur Trennung 
und Identifizierung von DNA-Molekülen eingesetzt. Sie basiert auf der Tatsache, dass 
negativ geladene DNA-Moleküle in einem elektrischen Feld Richtung Anode wandern. 
Das Agarose-Gel befand sich in einer mit einer Pufferlösung (TBE-Puffer) gefüllten 
horizontalen Kammer. Um die für die Agarosekammer gewünschte Konzentration von 
0,5xTBE-Puffer zu erlangen, wurde der 10xTBE-Puffer 20fach verdünnt. Die Ge-
schwindigkeit, mit der die DNA-Moleküle durch das Agarose-Gel wanderten, ist von 
verschiedenen Faktoren abhängig: der Konzentration und damit der Porengröße des 
Agarose-Gels, der angelegten Spannung und der Größe und Konformation der DNA. 
Bei konstanter Porengröße und angelegter Spannung ist die Wanderungs-
geschwindigkeit der DNA-Moleküle in einem bestimmten Bereich bekanntermaßen 
umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts. Neben den DNA-
Proben wurde in einer getrennten Bahn ein Längenstandard, ein 100 Basenpaar-
Marker, aufgetragen, damit die Größe der PCR-Produkte aufgrund ihrer Wanderungs-
strecke ermittelt werden konnte.  
Zur Herstellung der Agarose-Gele wurde 1,5 g Agarose (1,5%-ig) pro 100 ml TBE-
Elektrophorese-Puffer verwendet. Zunächst löste man die Agarose unter Erwärmen in 
TBE-Puffer und gab anschließend 15 µl Ethidiumbromid pro 100 ml Puffer in das abge-
kühlte Gemisch. Nach Bestückung mit einem Kamm zur Taschenbildung wurde die 
Gelwanne mit der noch heißen Agarose-TBE-Lösung befüllt. Sobald das Gel auf 
Raumtemperatur abgekühlt war, konnte der Kamm entfernt und die Gelwanne in die 
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mit TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt werden. Die Taschen wurden mit 
jeweils 5 µl der PCR-Produkte und 2 µl des Probenpuffers (Prime5), einer Negativ-
kontrolle aus destilliertem Wasser und einem Längenstandard gefüllt. Nachdem das 
Gel bei 80-120 mA etwa 2 Stunden gelaufen war, konnte die mit Ethidiumbromid inter-
kalierten PCR-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht werden und zur Dokumen-
tation photographiert werden. 
 
2.3.3. Genotypisierung der Einzelnukleotid-Polymorphismen 
Zur Darstellung der Einzelnukleotid-Polymorphismen wurden in dieser Studie zwei 
verschieden Methoden angewendet. Der CTLA-4-+49-Polymorphismus des Exons 1 
wurde mit Hilfe der denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE) und der 
CT60-Polymorphismus mittels einer Restriktions-Analyse untersucht. Einige Proben 
wurden zum Sequenzieren an die Firma Seqlab in Göttingen geschickt, um zu veri-
fizieren, dass durch die Genotypisierung mittels DGGE und Restriktionsverdau kor-
rekte Ergebnisse hervorgebracht wurden.  
 
2.3.3.1. Denaturierende Gradientengelelektrophorese des +49-SNP 
Die denaturierende Gradientengelelektrophorese beruht auf unterschiedlichen 
Schmelzcharakteristiken mittels PCR hergestellter DNA-Fragmente. Bereits Muta-
tionen eines einzelnen Nukleotids können, wie in der vorliegenden Arbeit, veränderte 
Denaturierungseigenschaften der DNA bewirken. Beim Gießen des DGGE-Gels wurde 
ein Gradient aus denaturierendem Agens (z.B. Formamid, Harnstoff) hergestellt, durch 
den die DNA-Proben wanderten. Je nach DNA-Sequenz kam es an einer bestimmten 
Höhe im Gel zur teilweisen Dissoziierung der DNA-Doppelstränge. Der Zusammenhalt 
des Doppelstrangs wurde durch das Vorhandensein von Guanin/Cytosin-reichen 
Sequenzen aufrechterhalten. Je mehr Guanin/Cytosin-Bindungen im PCR-Amplifikat 
vorhanden waren, desto später im Gel kam es zur Dissoziation. Hierdurch verlang-
samte sich die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Stränge stark, die dann als DNA-
Bande sichtbar wurden. Für die verschiedenen DNA-Sequenzen entstanden so spezi-
fische Bandenmuster, die durch Zugabe von Ethidiumbromid unter UV-Licht dargestellt 
werden konnten. In der DGGE-Analyse findet man bei Homozygoten eine einzelne 
Bande, während man bei heterozygoten Trägern 2 bis 4 verschiedene Banden erken-
nen kann. Um auch noch DNA-Sequenzen voneinander trennen zu können, die erst 
bei hohen Konzentrationen an denaturierendem Agens schmelzen würden, wird wäh-
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rend der PCR eine Guanin/Cytosin(GC)-reiche Sequenz, die sogenannte GC-Klam-
mer, im Primer angehängt. Sie verhindert, dass sich die DNA-Stränge schon vor 
Erreichen ihrer spezifischen Schmelzstelle im Gel in Einzelstränge auftrennen. Im Falle 
des in dieser Arbeit bearbeiteten CTLA-4-CT60-Polymorphismus hat die GC-Klammer 
eine Länge von 51 Basenpaaren. Fischer und Lerman publizierten das Verfahren der 
DGGE 1983 als erste Arbeitsgruppe (Fischer & Lerman, 1983). 
 
 
Abb. 9: Schematische Darstellung des Mutationsnachweises mittels DGGE-
Technologie (Mu: Mutanten-DNA, Wi: Wildtyp-DNA).  
 
Für die Fertigung des DGGE-Gels wurden zwei unterschiedlich stark konzentrierte 
Lösungen benötigt, die beim Gießen des Gels mit Hilfe des Gradientenmischers einen 
gleichmäßigen Gradienten aus denaturierenden Agenzien, in diesem Fall Formamid 
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Tabelle 4: DGGE-Lösungen 
 0% Lösung 80% Lösung 
40% Rotiphorese Gel (Acrylamid) 40,0 ml 40,0 ml 
87% Glycerin 4,6 ml 4,6 ml 
50x TAE-Puffer 4,0 ml 4,0 ml 
Formamid  64,0 ml 
Urea  67,2 g 
H20 auf 200 ml auffüllen auf 200 ml auffüllen 
 
Eine Spritze des Gradientenrades wurde mit 5 ml 80%iger und 15 ml 0%iger Lösung 
und die Zweite entsprechend mit 15 ml 80%iger und 5 ml 0%iger Lösung gefüllt, um ei-
nen Gradienten zwischen 20% und 60% zu erreichen. Zur Festigung des Acrylamid-
gels wurde 18 µl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 180 µl Ammonium-
peroxodisulfat (APS) untergemischt. Nun spritzte man die Gele mit Hilfe des Gradien-
tenrades gleichmäßig zwischen zwei vorher sorgfältig mit Ethanol gereinigte und durch 
einen Spacer von einander getrennte Glasplatten. Ein eingelegter Kamm diente der 
Taschenbildung. Nach der Polymerisation des Gels wurde es in eine Halteeinrichtung 
eingeklemmt und in die mit 60°C warmem 1xTAE-Puffer gefüllte DGGE-Wanne ge-
stellt. Der Kamm wurde entfernt und 5 µl PCR-Produkt wurde mit 2 µl Probenpuffer 
vermischt und in die einzelnen Taschen pipettiert. Das Gel wurde erst 5 Minuten bei 
130 V, dann 15 bis 16 Stunden bei 60 V gefahren. Zur Auswertung wurde das Gel 
anschließend in Ethidiumbromid gebadet, wodurch die DNA-Banden unter UV-Licht 
sichtbar wurden. 
 
2.3.3.2. Restriktionsverdau-Analyse des CT60-SNP 
In der vorliegenden Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, um DNA-
Stränge sequenzspezifisch zu schneiden. Zur Bestimmung des CTLA-4-CT60-Poly-
morphismus wurde das Enzym NlaΙΙΙ verwendet, welches die DNA an der Nukleotid-
abfolge 5’-CATG-3’ schneidet und so aus einem langen Strang mehrere unter-
schiedlich kurze DNA-Stücke herstellt. Entsteht nun durch eine Punktmutation eine 
zusätzliche Erkennungssequenz oder fällt eine Schnittstelle weg, nennt man diese 
Mutation einen Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP). Im vorliegen-
den Fall führte der RFLP dazu, dass es zur Bildung von sechs anstelle von vier DNA-
Fragmenten kam, die sich als spezifische Banden auf dem Agarosegel darstellen 
ließen, so dass der Genotyp des Probanden direkt bestimmt werden konnte. 
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Für die Durchführung der Restriktionsverdau-Analyse wurden die in Tabelle 5 angege-
benen Volumina für einen Ansatz hergestellt: 
 
Tabelle 5: Restriktionsverdau-Ansatz 
 
Volumen in µ l  
(pro 5 µl PCR-Produkt) 
Enzym NlaΙΙΙ  0,30 
BSA 0,15 
NE-Puffer 4 (50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-Acetat, 




Anschließend wurde 5 µl PCR-Produkt hinzugegeben, die Probe gut vermischt und 
zentrifugiert. Im Brutschrank mussten die Proben nun mindestens vier Stunden bei 
37°C inkubiert werden. Die Herstellung des Agarosegels für die RFLP-Analyse erfolgte 
wie in Abschnitt 2.3.2. beschrieben. Für den Enzymverdau war lediglich ein höher 
konzentriertes Gel von Nöten, als es für die normale Gelelektrophorese der Fall war. 
Es wurde ein 3 %-iges Gel hergestellt mit 3 g Agarose pro 100 ml TBE-Puffer. Die Pro-
ben wurden mit jeweils 8 µl Probenpuffer in die Geltaschen pipettiert. Auch hier wurden 
zusätzlich eine Negativkontrolle mit unverdautem PCR-Produkt und ein Längen-
standard aufgetragen. Das Gel ließ man je nach Größe bei 120-140 V für 2-5 Stunden 
laufen und legte es anschließend unter UV-Licht, um die entstandenen DNA-Banden 
beurteilen und dokumentieren zu können. 
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2.4. Statistische Methoden 
Die Allel- und Genotypverteilung der CTLA-4-+49- und CT60-Polymorphismen in den 
Kontroll- und Patientengruppen wurden durch direkte Zählung ermittelt. Hierbei traten 
Unterschiede zwischen den Gruppen auf, die mittels statistischer Verfahren darauf 
überprüft wurden, ob es sich um zufallsbedingte (Nullhypothese H0) Unterschiede 
handelte oder nicht (Alternativhypothese H1). War der Unterschied nicht zufallsbedingt, 
wurde die Alternativhypothese angenommen und damit eine Assoziation zwischen 
dem untersuchten Merkmal und der Gruppe, in dem dieses häufiger auftrat, zum 
Beispiel dem CTLA-4-+49-GG-Polymorphismus bei Patienten mit dilatativer Kardio-
myopathie, vermutet. Um einzuschätzen, wie hoch die Irrtumswahrscheinlichkeit ist, 
wenn man die Nullhypothese ablehnt, wurde mit Hilfe von statistischen Tests der p-
Wert berechnet. Ist dieser niedriger als das vorher festgelegte Signifikanzniveau, kann 
man die Nullhypothese verwerfen, die Alternativhypothese annehmen und das Ergeb-
nis somit als statistisch signifikant bewerten. Wie allgemein üblich wurde auch in dieser 
Arbeit ein p-Wert von p≤0,05 festgelegt. So wurden beide Fehler, die auftreten kön-
nen, möglichst gering, bei 5% gehalten. Der Fehler 1. Art besagte, dass die Alternativ-
hypothese fälschlicherweise als richtig angenommen wurde (falsch positiv). Beim 
Fehler 2. Art wurde die Alternativhypothese abgelehnt, obwohl sie zutraf (falsch 
negativ). Dies wurde auf Signifikanz mittels χ2-Tests (Chi-Quadrat-Test) durch Kon-
tingenztabellen überprüft. Die Variablen, die für die Marburger DCM-Patienten erhoben 
wurden, wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung hin 
überprüft. Lag diese vor, wurde die weitere Signifikanzberechnung mittels ANOVA- und 
Tukey-Test durchgeführt. Lag keine Normalverteilung vor, wurde die Signifikanz 
mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests ermittelt. Sämtliche Berechnungen wurden unter 
Verwendung der SPSS.19-Software für Windows auf einem handelsüblichen 
Personalcomputer ausgeführt. 
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3. Ergebnisse 
Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen 
des CTLA-4-CT60-(+6230)- und des -CT42-(+49)-Polymorphismus präsentiert. Dies er-
folgt mit beispielhaften Abbildungen zunächst jeweils der Ergebnisse eines Gelelektro-
phoreselaufes und anschließend der Genotyp-Bestimmung im Falle des CTLA-4-
CT60-Polymorphismus mittels Restriktionsverdau-Analyse bzw. beim CTLA-4-+49-
Polymorphismus mittels DGGE. Es folgt die tabellarische und graphische Darstellung 
der Verteilungen der jeweiligen Genotypen und die daraus berechneten statistischen 
Ergebnisse. 
 
3.1. Untersuchung des CT60-Polymorphismus 
3.1.1. PCR-Produkte des CT60-Polymorphismus 
Zum Nachweis des CTLA-4-CT60-Polymorphismus wurde ein 427bp langes DNA-
Fragment zunächst mittels PCR amplifiziert und dann durch Agarose-Gelelektro-
phorese dargestellt. Die Abbildung 10 zeigt beispielhaft das Bandenmuster von PCR-
Produkten. Zur Orientierung wurde ein DNA-Längenstandard aufgetragen.  
 
 
Abb. 10: Gelelektrophorese mit PCR-Produkten des CT60-Polymorphismus. In die 
linke Tasche wurde ein Längenstandard aufgetragen. 
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3.1.2. Restriktionsverdau-Analyse des CT60-Polymorphismus 
Beim Enzymverdau spaltet die Restriktionsendonuklease NlaΙΙΙ die 427bp lange DNA-
Sequenz an ihrer Erkennungsfrequenz 5’-CATG-3’ in unterschiedliche Spaltstücke, an 
denen man die verschiedenen Genotypen erkennen kann. Der Genotyp A/A lässt sich 
anhand von 5 Banden bei 157bp, 97bp, 82bp, 48bp und 43bp bestimmen (siehe Ab-
bildung 11). Beim Genotyp G/G geht durch den Basenaustausch von Adenin zu Gua-
nin eine Schnittstelle verloren, woraufhin nur 4 DNA-Fragmente mit 157bp, 140bp, 
82bp und 48bp entstehen (siehe Abbildung 12). Bei Heterozygoten, die sowohl ein A- 
als auch ein G-Allel besitzen, kommt es zur Ausbildung von allen 6 Banden bei 157bp, 
140bp, 97bp, 82bp, 48bp und 43bp.  
 
 




Abb. 12: Basensequenz des CT60G-PCR-Produkts mit drei Schnittstellen 
 
Abbildung 13 stellt die durch den Restriktionsverdau entstehenden Banden der drei 
Genotypen des CTLA-4-CT60-Polymorphismus schematisch dar.   
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Abb. 13: Schematische Darstellung des Bandenmusters der mittels NlaΙΙΙ-verdauten 
PCR-Ansätze für den CT60-RFLP je nach Genotyp AA, AG und GG 
 
Abbildung 14 zeigt ein beispielhaftes Agarose-Gel, mit dem die Genotypisierung des 
CTLA-4-CT60-Polymorphismus in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurde. 
 
 
Abb. 14: Gelelektrophorese mit Produkten der Restriktionsverdau-Analyse des CTLA-
4-CT60-Polymorphismus  
 
3.1.3. Verteilung der Genotypen des CT60-Polymorphismus 
Das Ergebnis der Genotypisierung des CTLA-4-CT60-SNP ist getrennt für die drei 
DCM-Kohorten Marburg 1, Marburg 2 und Berlin sowie für das Gesamtkollektiv in Ta-
belle 6 dargestellt. Anschließend sind die einzelnen Patientengruppen, jeweils im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe, in graphischer Form abgebildet. Unter dem entsprechen-
den Balkendiagramm finden sich die Ergebnisse der Signifikanztestung. Im Anschluss 
finden sich die gleichen Untersuchungen für die Allelverteilung. 
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Gesamt (n) 148 102 207 457 534 
CT60A/CT60A 25 (17%) 22 (22%) 50 (24%) 97 (21%) 137 (26%) 
CT60A/CT60G 67 (45%) 47 (46%) 89 (43%) 203 (45%) 236 (44%) 




Abb. 15: Verteilung der Genotypen des CT60-Polymorphismus im DCM-Kollektiv 
Marburg 1 und in der Kontrollkohorte 
 
Der mittels Chi-Quadrat-Test berechnete p-Wert ergab 0,052 (Chi-Quadrat-Wert 
=0,975, df=2) und lag damit leicht über dem festgelegten Signifikanzniveau von 
p<0,05. Auch wenn der Genotyp GG bei den DCM-Patienten prozentual häufiger vor-
kommt als bei den Kontrollen, wie man Abbildung 15 entnehmen kann, ist dieser 
Unterschied folglich nicht signifikant.  
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Abb. 16: Genotypen des CT60-Polymorphismus in der DCM-Kohorte Marburg 2 und im 
Kontrollkollektiv  
 
Die Verteilung der Genotypen AA, AG und GG des CTLA-4-CT60-Polymorphismus 
zwischen der Gruppe DCM-Marburg 2 und den Kontrollen unterschied sich nicht signi-
fikant (Abbildung 16). Dieses ergab der mittels Chi-Quadrat-Test berechnete p-Wert 
von 0,678 (Chi-Quadrat-Wert=0,712, df=2).  
 
 
Abb. 17: Genotypfrequenzen des CT60-Polymorphismus in Berliner DCM-Patienten 
und gesunden Kontrollpersonen 
 
Wie aus Abbildung 17 ersichtlich, fand sich auch in der Berliner DCM-Kohorte kein 
Unterschied in der Genotypfrequenz des CT60-Polymorphismus (p=0,766, Chi-Qua-
drat-Wert=0,682, df=2). Daraus folgt, dass sich die Genotypen AA, AG und GG des 
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CTLA-4-CT60-Polymorphismus in ihrer Verteilung zwischen den DCM-Patienten aus 
Berlin und den Kontrollen nicht signifikant unterscheiden. 
 
 
Abb. 18: Zusammenfassung der Genotypfrequenzen des CT60-Polymorphismus in der 
vereinigten Population der DCM-Patienten verglichen mit gesunden Blutspendern 
 
Da sich die Genotypverteilungen jeweils zwischen den einzelnen DCM-Patienten-
Gruppen und den Kontrollen nicht signifikant unterscheiden, wurden alle DCM-Patien-
ten noch als gemeinsames Kollektiv mit der Kontrollgruppe verglichen. Auch hier er-
reichte das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nicht das Signifikanzniveau (p=0,82, Chi-
Quadrat-Wert=3,406, df=2). Die Genotypen AA, AG und GG des CTLA-4-CT60-Poly-
morphismus unterscheiden sich also auch zwischen dem Gesamtkollektiv der DCM-
Patienten und den Kontrollen nicht signifikant.  
Abbildung 19 stellt die Genotypverteilung aller DCM-Gruppen und der Kontrollgruppe 
zum Vergleich gegenüber. 
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Abb. 19: Gegenüberstellung der Genotypverteilungen des CTLA-4-CT60-
Polymorphismus der verschiedenen DCM-Gruppen und der Kontrollgruppe 
 
Tabelle 7 listet die Allelverteilungen des CTLA-4-CT60-Polymorphismus der verschie-
denen Studiengruppen auf. Anschließend erfolgt die graphische Darstellung der einzel-
nen DCM-Kohorten jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe.  
 










Gesamt (n) 296 204 414 914 1068 
CT60A 117 (40%) 91 (45%) 189 (46%) 397 (43%) 510 (48%) 
CT60G 179 (60%) 113 (55%) 225 (54%) 517 (57%) 558 (52%) 
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Abb. 20: Verteilung der Allele des CT60-Polymorphismus in der DCM-Kohorte  
Marburg 1 und im Kontrollkollektiv 
 
Der mittels des Chi-Quadrat-Tests berechnete p-Wert ergab 0,012 (Chi-Quadrat-
Wert=6,311, df=1). Damit ist das CTLA-4-CT60-G-Allel in der DCM-Gruppe Marburg 1 
bezüglich der Allelverteilung signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe (Abb. 20).  
 
 
Abb. 21: Allelverteilung des CT60-SNP in der DCM-Kohorte Marburg 2 und in 
Kontrollen 
 
Wie in Abbildung 21 ersichtlich zeigten die DCM-Patienten der Gruppe Marburg 2 zwar 
einen höheren Prozentsatz am G-Allel als die gesunden Probanden, dieser Unter-
schied erlangte jedoch keine Signifikanz (p=0,41, Chi-Quadrat-Wert=0,679, df=1). 
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Abb. 22: Darstellung der Allelfrequenz des CT60-Polymorphismus in den Kohorten von 
Berliner DCM-Patienten und gesunden Kontrollpersonen 
 
Obwohl DCM-Patienten aus der Berliner Kohorte häufiger das G-Allel besaßen als die 
Kontrollen, erreichte dieser Unterschied mit einem p-Wert von 0,467 nicht die 
Signifikanzgrenze (Chi-Quadrat-Wert=0,529, df=1). So lag die Häufigkeit des G-Allels 
in der DCM-Gruppe bei 54% und die des A-Allels bei 46%. Im Kontrollkollektiv kam das 
G-Allel zu 52% vor und das A-Allel zu 48% (Abb. 22). 
 
Da sich die Allelverteilungen zwar zwischen DCM-Marburg 1 und den Kontrollen 
signifikant unterscheiden, aber nicht zwischen den anderen DCM-Gruppen und der 
jeweiligen Kontrollgruppe, wurden alle DCM-Patienten noch als gemeinsames Kollektiv 
mit der Kontrollgruppe verglichen. 
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Abb. 23: Allelhäufigkeit des CT60-Polymorphismus bei DCM-Patienten (gesamt) und 
Kontrollen  
 
Wie man in Abbildung 23 sieht, kommt das Allel G bei allen DCM-Patienten mit 57% 
prozentual häufiger vor, als bei den Kontrollen mit 52% und das A-Allel tritt im 
Gegensatz dazu bei DCM-Patienten mit 43% seltener auf als bei den Kontrollen mit 
48%. Der mittels des Chi-Quadrat-Tests berechnete p-Wert ergab jedoch 0,054 (Chi-
Quadrat-Wert=3,713, df=1) und erreichte damit das festgelegte Signifikanzniveau von 
p<0,05 knapp nicht. Abbildung 24 stellt die Allelfrequenzen aller DCM-Gruppen und der 
Kontrollgruppe zum Vergleich gegenüber. 
 
 
Abb. 24: Gegenüberstellung der Allelverteilung des CT60-Polymorphismus in den 
verschiedenen DCM-Gruppen und der Kontrollgruppe  
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3.1.4. Analyse des CT60-Polymorphismus im Marburger 
Patientenkollektiv 
3.1.4.1. Gemessene Parameter in der Marburger Patientenkohorte 
Für die nähere Untersuchung des CT60-Polymorphismus bei DCM-Patienten wurden 
die beiden Marburger Patientengruppen zu einem Kollektiv zusammengefasst. Dieses 
beinhaltete 250 Patienten, darunter 182 Männer (72,8%). Das mittlere Alter betrug bei 
Beginn der Studie 50,3 ± 12,7 Jahre. 42 Patienten litten an begleitenden Immun-
erkrankungen im weitesten Sinne, wobei einige Patienten von mehreren immuno-
logisch vermittelten Erkrankungen betroffen waren: 10 Patienten litten an Nahrungs-
mittelallergie, 9 Patienten an Psoriasis, 1 Patient an Spondylitis ankylosans, 1 Patient 
an rheumatoider Arthritis, 2 Patienten an chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, 
8 Patienten an Asthma, 1 Patient an Tierhaarallergie, 18 Patienten an allergischer 
Rhinitis, 1 Patient an Diabetes mellitus Typ 1, 3 Patienten an Neurodermitis, 1 Patient 
an Morbus Basedow und 1 Patient an Hashimoto-Thyreoiditis. Der mittlere LVEDD bei 
Studienbeginn betrug 39,46 ± 12,6 mm und die mittlere EF 29,6% mit einer Standard-
abweichung von 8,5%. Bei 247 DCM-Patienten der Studiengruppe wurde 12 Monate 
nach der Diagnose erneut eine klinische Untersuchung und eine echokardiographische 
Messung der EF bzw. bei n=199 Patienten auch des LVEDD durchgeführt. Andere 
erhobene Parameter waren Größe, Gewicht, Herzfrequenz, Angina-pectoris-Beschwer-
den, Einordnung des Herzinsuffizienzgrades nach der NYHA-Klassifikation, der Parvo-
virus-B19-Status und Hinweise auf eine familiäre oder eine nicht-familiäre DCM. 
Außerdem wurde während der Herzkatheteruntersuchung die Ejektionsfraktion invasiv 
gemessen. Die Analyse der gemessenen Parameter unterschied sich zwischen den 
intervallskalierten Variablen auf der einen und den ordinal- bzw. nominalskalierten 
Variablen auf der anderen Seite. Die in Tabelle 8 angegebenen intervallskalierten 
Variablen wurden mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung hin 
untersucht und anschließend durch ANOVA/Tukey/Kruskal-Wallis-Tests auf Signifi-
kanzen getestet. Die graphische Darstellung erfolgte unter Verwendung von Box-Plot-
Diagrammen (Abbildung 25). Die Ordinal- und nominalskalierte Variablen dagegen 
wurden mittels Chi-Quadrat-Tests und Säulendiagrammen analysiert bzw. dargestellt.   
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3.1.4.2. Analyse der intervallskalierten Variablen des CT60-SNP 
 
Tabelle 8: Klinische und kardiale Parameter des Marburger DCM-Kollektivs in Bezug 




AA AG GG Gesamt 
MW N SD MW N SD MW N SD MW N SD 
Alter 51,0 47 13,9 51,4 114 12,0 48,7 89 12,9 50,3 250 12,7 
Größe 175,2 47 9,4 181,9 106 59,2 175,6 81 9,4 178,4 234 40,5 
Gewicht 85,5 47 19,0 86,3 106 17,1 85,6 81 17,6 85,9 234 17,6 
HF 73,0 40 13,4 75,0 100 16,1 81,4 80 16,5 77,0 220 16,1 
EF invasiv 29,3 44 11,9 34,5 105 13,0 34,7 81 12,8 33,6 230 12,8 
EF Echo 
Einschluss 29,7 47 8,1 30,6 112 8,3 28,2 88 8,8 29,6 247 8,5 
EF Echo 
Follow-Up 38,2 38 10,8 39,4 100 13,6 40,1 73 12,1 39,5 211 12,6 
LVEDD 
Einschluss 68,8 47 8,4 67,0 112 8,9 68,2 88 7,9 67,8 247 8,4 
LVEDD 
Follow-Up 65,8 34 9,6 64,3 95 9,3 63,9 70 9,4 64,4 199 9,3 
 
Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurden die gemessenen intervallskalierten 
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Tabelle 9: Ergebnisse des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests für den CT60-SNP. 
(Abkürzungen: MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung, K.-S.-Zahl= Kolmogorov-










MW SD Absolut Positiv Negativ 
Alter 250 50,3 12,7 0,10 0,03 -0,06 0,93 0,36 
Größe 234 175,8 8,9 0,07 0,04 -0,07 1,14 0,15 
Gewicht 234 85,9 17,6 0,09 0,09 -0,05 1,42 0,04 
HF 220 77,0 16,1 0,10 0,10 -0,06 1,52 0,02 
EF invasiv 230 33,6 12,8 0,07 0,07 -0,04 1,12 0,16 
EF Echo 
Einschluss 247 29,6 8,5 0,10 0,05 -0,10 1,52 0,02 
EF Echo 
Follow-Up 211 39,5 12,6 0,06 0,05 -0,06 0,80 0,54 
LVEDD 
Einschluss 247 67,8 8,4 0,10 0,10 -0,07 1,50 0,02 
LVEDD 
Follow-Up 199 64,4 9,3 0,09 0,09 -0,04 1,31 0,07 
 
Die Parameter Alter, Größe, ventrikulographisch bzw. echokadiographisch gemessene 
Ejektionsfraktion (EF invasiv bzw. EF Echo), linksventrikulärer enddiastolischer Durch-
messer (LVEDD) bei Studieneinschluss (Einschluss) bzw. Nachuntersuchung (Follow-
Up) waren normalverteilt. Für die weiteren Variablen Gewicht, Herzfrequenz (HF), EF 
Echo Einschluss und LVEDD Einschluss dagegen lag keine Normalverteilung vor. 
Um festzustellen, ob Zusammenhänge zwischen bestimmten Variablen und Genotypen 
bestehen, wurden die intervallskalierte Variablen in Form von Box-Plot-Diagrammen 
dargestellt (Abbildung 25). Um zu bewerten, ob die Zusammenhänge das 
Signifikanzniveau erreichen, wurde mit den normalverteilten Variablen ein ANOVA- 
und ein Tukey-Test durchgeführt. Die nicht normalverteilten Variablen dagegen wurden 
mittels eines Kruskal-Wallis Tests analysiert. 
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Abb. 25: Box-Plot-Diagramme klinischer und hämodynamischer Parameter in 
Abhängigkeit des CT60-SNP-Genotyps  
 
Im Folgenden sind die Signifikanzberechnungen zunächst der normalverteilten 
Variablen mittels ANOVA- (Tabelle 10) und Tukey-Test (Tabelle 11) und anschließend 
der nicht-normalverteilten Variablen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests (Tabelle 12) ab-
gebildet. 
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Tabelle 10: ANOVA-Test der normalverteilten Variablen des CT60-SNP (Abkürzungen: 
df=Freitsgrad, F=Teststatistik aus der Varianzanalyse) 







389 2 194 1,2 0,3 
Innerhalb der 
Gruppen 
39732 247 161   




49 2 25 0,3 0,7 
Innerhalb der 
Gruppen 
18448 231 80   




100 2 502 3,1 0,047 
Innerhalb der 
Gruppen 
36775 227 162   





93 2 46 0,3 0,8 
Innerhalb der 
Gruppen 
33090 208 159   





88 2 44 0,5 0,6 
Innerhalb der 
Gruppen 
17164 196 88   
Gesamt 17252 198    
 
Der ANOVA-Test ermittelte einen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen 
in Bezug auf den Parameter der invasiv bestimmten Ejektionsfraktion (p=0,047). Alle 
anderen Variablen besaßen einen p-Wert >0,05 und sind folglich als nicht signifikant zu 
werten. 
Der nachfolgende Tukey-Test zeigte an, zwischen welchen Genotypen eventuelle sig-
nifikante Unterschiede lagen. 
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Tabelle 11: Tukey-Test der normalverteilten Variablen des CTLA-4-CT60-SNP 





















































Der Tukey-Test bekräftigte die Ergebnisse des ANOVA-Tests und zeigte, dass keine 
signifikanten Unterschiede innerhalb der drei Genotypengruppen bezüglich der 
verschieden Variablen bestehen. Das Ergebnis des ANOVA-Tests des Parameters der 
invasiv gemessenen Ejektionsfraktion mit einem p-Wert von 0,047 konnte im Tukey-
Test allerdings nicht bestätigt werden. 
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Die nichtnormalverteilten Parameter wurden einem nicht-parametrischen H-Test nach 
Kruskal-Wallis unterzogen. 
 
Tabelle 12: Kruskal-Wallis-Test der nicht normalverteilten Variablen des CTLA-4-CT60-
SNP (Abkürzungen: df=Freiheitsgrad, N=Anzahl) 
 Genotypen N Mittelwert 
Gewicht 
AA 47 113,3 
AG 106 120,5 
GG 81 116,0 
Gesamt 234  
HF 
AA 40 102,5 
AG 100 100,0 
GG 80 127,7 
Gesamt 220  
EF 
Echo Einschluss 
AA 47 124,4 
AG 112 133,0 
GG 88 112,3 
Gesamt 247  
LVEDD Einschluss 
AA 47 133,1 
AG 112 117,0 
GG 88 128,1 
Gesamt 247  
 





Chi-Quadrat 0,43 9,23 4,16 2,14 
df 2 2 2 2 
Asymptotische 
Signifikanz 
0,806 0,010 0,125 0,343 
 
Der Kruskal-Wallis-Test ergab, dass lediglich zwischen dem Parameter Herzfrequenz 
und den verschiedenen Genotypen ein signifikanter Zusammenhang bestand. Aus den 
Mittelwerten der drei Genotypen ließ sich ablesen, dass die DCM-Patienten mit dem 
CTLA-4-CT60-GG-Genotyp durchschnittlich die höchste Herzfrequenz besaßen.  
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3.1.4.3. Analyse der nominal- und ordinalskalierten Variablen des CT60-
SNP 
Zunächst erfolgt in Tabelle 13 die Angabe der Genotypverteilung des CT60-Polymor-
phismus in Bezug auf die erhobenen klinischen Variablen der NYHA-Klassifizierung, 
des Vorhandenseins einer Angina-pectoris-Symptomatik oder Hinweisen auf eine 
familiäre bzw. nicht-familiäre Genese sowie der Detektion von Parvovirus-DNA in 
Endomyokardproben. 
 
Tabelle 13: Kardiologische Variablen des Marburger DCM-Kollektivs in Bezug auf die 
Genotypen des CT60-SNP 
  AA AG GG Gesamt 
NYHA 
 
1 2 (10%) 10 (48%) 9 (43%) 21 
2 11 (17%) 31 (48%) 22 (34) 64 
3 26 (22%) 52 (43%) 42 (35%) 120 
4 4 (31%) 4 (31%) 5 (38%) 13 





6 (14%) 16 (36%) 22 (50%) 44 
CCS1 2 (13%) 8 (53%) 5 (33%) 15 
CCS2 1 (17%) 1 (17%) 4 (67%) 6 
CCS3 1 (25%) 2 (50%) 1 (25%) 4 
keine AP 29 (23%) 57 (45%) 42 (22%) 128 




familiär 9 (17%) 20 (38%) 23 (44%) 52 
nicht-
familiär 
38 (19%) 93 (47%) 66 (34%) 197 
fehlend 1 0 0 1 
Parvovirus B19 
positiv 17 (27%) 24 (38%) 22 (35%) 63 
negativ 30 (17%) 84 (48%) 61 (35%) 175 
fehlend 0 6 6 12 
 
Da die Signifikanztestung der Genotypverteilung des CT60-SNP mittels ANOVA- und 
Tukey-Test nur in Bezug zu intervallskalierten Variablen möglich ist, erfolgte sie für die 
ordinal- und nominalskalierten Variablen durch Chi-Quadrat-Tests. Die Ergebnisse der 
Chi-Quadrat-Tests sind unter den entsprechenden Säulendiagrammen aufgeführt. 
 
3. Ergebnisse 48 
 
Abb. 26: NYHA-Stadien in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-CT60-
Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in Prozentangaben 
 
Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde berechnet, ob sich die NYHA-Stadien zwischen 
den verschiedenen Genotypen des CT60-Polymorphismus unterschieden (Abbildung 




Abb. 27: Angina-pectoris-(AP)-Beschwerden in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-
4-CT60-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in Prozent. CCS= 
Canadian cardiovascular Society, CCS1 geringe AP bei schwerer Belastung bis CCS3 
schwere AP bei geringer Belastung, bei der atypischen AP liegt keine 
Belastungsabhängigkeit vor. 
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Die Häufigkeit von Angina-pectoris-Beschwerden in Abhängigkeit vom Genotyp des 
CT60-SNP bei Marburger DCM-Patienten ist in Abbildung 27 dargestellt. Um einen 
eventuellen Zusammenhang zwischen Angina-pectoris-Beschwerden der Marburger 
DCM-Patienten und dem CTLA-4-CT60-Genotyp aufzudecken, wurde ein Chi-Quadrat-
Test durchgeführt. Dieser ergab allerdings keine Signifikanz (p=0,331, Chi-Quadrat-
Wert=11,346, df=10).  
 
 
Abb. 28: Abhängigkeit der DCM-Genese (familiär/nicht-familiär) vom Genotyp des 
CTLA-4-CT60-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in 
Prozentangaben 
 
Die statistische Überprüfung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den 
Genotypen AA, AG und GG des CTLA-4-CT60-SNP bei Patienten mit familiärer DCM 
im Vergleich zu Patienten mit nicht-familiärer DCM (p=0,349, Chi-Quadrat-Wert=2,104, 
df=2). Die entsprechende graphische Darstellung ist der Abbildung 28 zu entnehmen. 
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Abb. 29:  Parvovirus-B19-(PB19)-Nachweis in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-
CT60-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs 
 
Ähnliche Resultate lieferte auch die Untersuchung der myokardialen Parvovirus-B19-
Detektion in Bezug auf die Genotyp-Verteilung (Abbildung 29), die ebenfalls keinen 
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Nachweis viraler DNA in Endomyokard-
biopsien und dem Vorliegen der CTLA-4-CT60-Genotypen AA, AG und GG im Marbur-
ger DCM-Patienten-Kollektiv erbrachte (p=0,162, Chi-Quadrat-Wert=6,541, df=4). 
 
3.1.5. Verteilung der CT60-Genotypen in Abhängigkeit des 
Vorhandenseins einer Autoimmunerkrankung 
Zuletzt wurde untersucht, ob der Genotyp des CTLA-4-CT60-Polymorphismus im 
Zusammenhang mit dem Vorkommen einer zusätzlichen Autoimmunerkrankung oder 
immunologisch vermittelten Erkrankung bei den DCM-Patienten steht. Da eine Häu-
fung des CT60-G/G-Genotyps bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen in diversen 
Studien beschrieben wurde (siehe Diskussion), könnte ein möglicher Bias entstehen, 
indem eine entdeckte Häufung des CT60-G/G-Genotyps bei DCM-Patienten nicht ur-
sächlich mit der DCM zusammenhängt, sondern aufgrund von komorbiden Immun-
krankheiten besteht. Um diesen Bias auszuschließen, wurden DCM-Patienten mit und 
ohne komorbide Immunerkrankungen verglichen. Dabei wurde der Begriff der komor-
biden Immunerkrankung bewusst weit gefasst. Zunächst stellt Tabelle 14 die Häufig-
keiten und Prozentangaben der Genotypverteilungen in Bezug zu einer zusätzlichen 
Immunerkrankung dar. 
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Tabelle 14: Genotypverteilung des CT60-Polymorphismus in Abhängigkeit zum 







Gesamt (n) 42 208 534 
CT60A/CT60A 9 (21%) 38 (18%) 137 (26%) 
CT60A/CT60G 19 (45%) 95 (46%) 236 (44%) 
CT60G/CT60G 14 (33%) 75 (36%) 161 (30%) 
 
Im Folgenden ist eine mögliche Assoziation zwischen einer zusätzlichen Immuner-
krankung der DCM-Patienten und der Verteilung der Genotypen des CTLA-4-CT60-




Abb. 30: Genotypverteilung des CTLA-4-CT60-SNP in DCM-Patienten mit und ohne 
Immunerkrankung in Prozentangaben 
 
Der mittels Chi-Quadrat-Test berechnete p-Wert betrug 0,878 (Chi-Quadrat-Wert=0,26, 
df=2). Damit bestand keine signifikante Assoziation zwischen den Genotypen des 
CTLA-4-CT60-Polymorphismus und dem Vorhandensein einer komorbiden Immuner-
krankung bei DCM-Patienten. 
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Abb. 31: Genotypverteilung des CTLA-4-CT60-SNP in DCM-Patienten mit 
Immunerkrankung und der Kontrollgruppe 
 
In einem nächsten Schritt wurde untersucht, ob zwischen der Population von DCM-
Patienten mit gleichzeitiger Immunerkrankung und gesunden Blutspendern ein Unter-
schied hinsichtlich der Genotypfrequenz bestand (Abbildung 31). Allerdings konnte 
auch hierbei ein solcher Zusammenhang zwischen den genannten Kollektiven nicht 
gesichert werden (p=0,813, Chi-Quadrat-Wert=0,41, df=2). 
 
 
Abb. 32: Genotypverteilung des CTLA-4-CT60-SNP in DCM-Patienten ohne 
Immunerkrankung und dem Kontrollkollektiv 
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Ebenso konnte keine Signifikanz im Vergleich der beiden Gruppen von DCM-Patienten 
ohne komorbide Immunerkrankung und den gesunden Kontrollpersonen festgestellt 
werden (Abbildung 32). Zwar fand sich der GG-Genotyp bei den Patienten mit 36% 
häufiger als in den Kontrollen (30%), doch zeigt dies aufgrund einem p-Wert von >0,05 
nur eine Tendenz an (p=0,075, Chi-Quadrat-Wert=5,18, df=2). 
 
3.2. Untersuchung des +49-Polymorphismus 
3.2.1. PCR-Produkte des +49-Polymorphismus 
Die für den CTLA-4-+49-Polymorphismus verwendeten Primer amplifizierten ein DNA-
Fragment, das nach der PCR auf einem Agarose-Gel aufgetrennt wurde. Inklusive der 
Primer und der GC-Klammer betrug die Länge des PCR-Produkts 243 Basenpaare 
und entsprach damit den Erwartungen (Abbildung 33). 
 
 
Abb. 33: Gelelektrophorese mit PCR-Produkten des +49-Polymorphismus mit einer 
Länge von 243bp.  
 
3.2.2. DGGE des +49-Polymorphismus 
Die PCR-Produkte wurden anschließend auf ein DGGE-Gel aufgetragen. Wie in  
Abbildung 34 beispielhaft dargestellt, konnte mittels der entstandenen Banden-
konstellationen die Genotypisierung der Proben erfolgen. 
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Abb. 34: DGGE mit PCR-Produkten des CTLA-4-+49-Polymorphismus 
 
3.2.3. Verteilung der Genotypen des +49-Polymorphismus 
Die Genotyp- bzw. Allelverteilung des CTLA-4-+49-Polymorphismus ist zunächst in 
Tabelle 15 und anschließend in Form eines Balkendiagramms in Abbildung 35 dar-
gestellt. Die Signifikanztestung wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests durchgeführt. Die 
dazu gehörigen Ergebnisse sind unter dem jeweiligen Diagramm abgebildet.  
 
Tabelle 15: Verteilung der Genotypen des CTLA-4-+49-Polymorphismus 
 DCM Marburg 2 Kontrollen 
Gesamt (n) 152 221 
+49A/+49A 54 (35%) 92 (42%) 
+49A/+49G 74 (49%) 113 (51%) 
+49G/+49G 24 (16%) 16 (7%) 
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Abb. 35: Genotypverteilung des +49-Polymorphismus in der Kohorte der DCM-
Patienten Marburg 2 und in der Kontrollgruppe. Der Genotyp GG findet sich in der 
DCM-Gruppe Marburg 2 signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe (p<0,05 mit 
eckiger Klammer markiert) 
 
Der mittels Testanalyse errechnete p-Wert betrug 0,029 (Chi-Quadrat-Wert=0,09, 
df=2). Damit besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der Genotypverteilung in 
der DCM-Patientengruppe Marburg 2 und der Kontrollgruppe. Der Genotyp GG wurde 
mit 16% in der Patientenkohorte signifikant häufiger detektiert als bei den Kontrollen 
(7%). Die Genotypen AA und AG dagegen traten mit 35% und 49% seltener in der 
DCM-Kohorte auf als bei den Kontrollen (42% bzw. 51%) 
In Tabelle 16 ist die Analyse der Allelfrequenzen des CTLA-4-+49-SNP aufgeführt. 
 
Tabelle 16: Allelfrequenzen des +49-Polymorphismus 
 DCM Marburg 2 Kontrollen 
Gesamt (n) 304 442 
+49A 182 (60%) 297 (67%) 
+49G 122 (40%) 145 (33%) 
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Abb. 36: Allelverteilung des CTLA-4-+49-Polymorphismus in den Studienkollektiven 
DCM-Patienten Marburg 2 und gesunden Kontrollen. Das G-Allel findet sich in der 
DCM-Gruppe Marburg 2 signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe (p<0,05 mit 
eckiger Klammer markiert) 
 
Auch die Allelfrequenzen unterschieden sich mit einem berechneten p-Wert von <0,05 
signifikant zwischen den DCM-Patienten des Kollektivs Marburg 2 und den gesunden 
Kontrollpersonen (p=0,037, Chi-Quadrat-Wert=4,35, df=1). So zeigte sich das G-Allel 
mit 40% signifikant häufiger in der DCM-Kohorte als bei den Kontrollen (33%). Mit 
einem Prozentsatz von 60% konnte das A-Allel dagegen seltener bei den DCM-Patien-
ten als im Kontrollkollektiv detektiert werden (67%). Die entsprechende graphische 
Darstellung der Allelverteilung des CT42-SNP in der DCM-Kohorte Marburg 2 kann der 
Abbildung 36 entnommen werden. 
 
3.2.4. Analyse des +49-Polymorphismus im Marburger 
Patientenkollektiv 
3.2.4.1. Gemessene Parameter in der Marburger Patientenkohorte 
In die Untersuchung des +49-Polymorphismus bei DCM-Patienten flossen nur Daten 
der Gruppe DCM Marburg 2 ein, da das Kollektiv DCM Marburg 1 bereits in der Disser-
tation von Clarissa Struwe analysiert wurde. DCM Marburg 2 beinhaltete 152 Patien-
ten, darunter 100 Männer (65,8%). Das mittlere Alter betrug bei Beginn der Studie 50 ± 
13,2 Jahre. An begleitenden immunologisch vermittelten Krankheiten litten 29 
Patienten, wobei einige Patienten von mehreren Immunkrankheiten betroffen waren: 6 
Patienten litten an Nahrungsmittelallergie, 4 Patienten an Psoriasis, 1 Patient an Spon-
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dylitis ankylosans, 1 Patient an rheumatoider Arthritis, 2 Patienten an chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen, 7 Patienten an Asthma, 10 Patienten an aller-
gischer Rhinitis, 3 Patienten an Neurodermitis, 1 Patient an Morbus Basedow und 1 
Patient an Hashimoto-Thyreoiditis. Der mittlere LVEDD bei Studienbeginn betrug 66,35 
± 7,2 mm und die mittlere EF 30,1% mit einer Standardabweichung von 8,5%. Bei 124 
DCM-Patienten der Studiengruppe wurde 12 Monaten nach der Diagnosestellung die 
klinische Untersuchung einschließlich einer echokardiographischen Messung der EF 
wiederholt und bei 113 Patienten der LVEDD erneut gemessen. Weitere Parameter, 
die von den DCM-Patienten aufgezeichnet wurden, waren Größe, Gewicht, Herz-
frequenz, Angina-pectoris-Beschwerden, Einordnung des Herzinsuffizienzgrades nach 
der NYHA-Klassifikation, der Parvovirus-B19-Status und das Vorliegen einer familiären 
oder nicht-familiäre DCM. Auch wurde die Ejektionsfraktion während der Herzkatheter-
untersuchung invasiv gemessen. Die Analyse der gemessenen Parameter wurde ge-
trennt zwischen den intervallskalierten und ordinal- bzw. nominalskalierten Variablen 
berechnet. Intervallskalierte Variablen ließen sich mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf 
eine Normalverteilung und anschließend auf Signifikanzen mittels ANOVA- und Tukey-
Test hin analysieren. Intervallskalierte Parameter wurden mit Box-Plot-Diagrammen 
graphisch dargestellt. Die Ordinal- und nominalskalierte Variablen wurden mittels Chi-
Quadrat-Tests untersucht und in Form von Säulendiagrammen dargestellt. 
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3.2.4.2. Analyse der intervallskalierten Variablen des +49-Polymorphismus 
 
Tabelle 17: Charakterisierung der Gruppe DCM-Patienten Marburg 1 in Bezug auf die 
Genotypen des CTLA-4-+49-SNP (Abkürzungen: MW=Mittelwert, 
SD=Standardabweichung, N=Anzahl) 
 
AA AG GG Gesamt 
MW N SD MW N SD MW N SD MW N SD 
Alter 49,6 54 13,5 50,5 74 13,0 49,2 24 13,9 50,0 152 13,2 
Größe 176 51 9,9 174 70 9,7 177 21 8,7 175,0 142 9,7 
Gewicht 87,2 51 18,1 80,5 70 16,9 93,3 21 18,3 84,8 142 18,0 
HF 78,0 47 12,2 74,7 67 15,4 78,0 21 16,2 76,3 135 14,5 
EF invasiv 30,7 50 11,1 36,1 69 13,9 32,2 21 12,7 33,6 140 12,9 
EF Echo 
Einschluss 30,8 53 8,4 29,7 72 8,5 29,9 24 9,2 30,1 149 8,5 
EF Echo 
Follow-Up 43,3 46 12,6 41,0 59 13,8 39,3 19 10,6 41,6 124 12,9 
LVEDD 
Einschluss 66,7 53 6,8 65,4 72 6,8 68,4 24 8,7 66,4 149 7,2 
LVEDD 
Follow-Up 61,8 40 7,5 62,2 55 9,0 65,9 18 6,4 62,7 113 8,2 
 
Um Signifikanzberechnungen von intervallskalierten Parametern durchführen zu 
können, ist es notwendig zu wissen, ob die in Tabelle 17 aufgeführten Werte normal-
verteilt sind. Dies lässt sich mithilfe von Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests be-
rechnen, deren Ergebnisse in Tabelle 18 angegeben sind. 
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Tabelle 18: Ergebnisse des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests für den CTLA-4-
+49-SNP (Abkürzungen: MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung, K.-S.-










MW SD Absolut Positiv Negativ 
Alter 152 45,0 13,2 0,06 0,04 -0,06 0,78 0,57 
Größe 142 174,8 9,7 0,07 0,07 -0,07 0,81 0,53 
Gewicht 142 84,8 18,1 0,10 0,10 -0,05 1,33 0,06 
HF 135 76,3 14,5 0,07 0,07 -0,06 0,76 0,61 
EF invasiv 140 33,6 12,9 0,07 0,07 -0,05 0,88 0,42 
EF Echo 
Einschluss 149 30,1 8,5 0,12 0,06 -0,11 1,29 0,07 
EF Echo 
Follow-Up 124 41,6 12,9 0,06 0,04 -0,05 0,65 0,80 
LVEDD 
Einschluss 149 66,4 7,2 0,10 0,10 -,005 1,18 0,12 
LVEDD 
Follow-Up 113 62,7 8,2 0,08 0,08 -0,05 0,86 0,46 
 
Die Nullhypothese, in diesem Fall lautet sie, dass eine Normalverteilung der Variablen 
vorliegt, kann bei einem Wert von p>0,05 nicht verworfen werden. Da alle Variablen 
einen Signifikanzwert von p>0,05 besitzen, unterliegen folglich alle einer Normal-
verteilung und können im Folgenden mittels ANOVA- und Tukey-Test weiter analysiert 
werden. Zunächst erfolgt jedoch die graphische Darstellung der Variablen bezogen auf 
die Genotypen des CTLA-4-+49-Polymorphismus. Die intervallskalierten Parameter 
wurden durch Box-Plot-Diagramme veranschaulicht (Abbildung 37). 
 
 




Abb. 37: Box-Plot-Diagramme klinischer und hämodynamischer Variablen in 
Abhängigkeit des +49-SNP-Genotyps 
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Mittels der Box-Plot-Diagramme ergab sich die Tendenz, dass die mittlere Ejektions-
fraktion (EF) der Patienten mit dem +49-GG-Genotyp sowohl beim Einschluss als auch 
beim Follow-Up durchschnittlich geringer war als bei den Patienten mit dem +49-AA-
Genotyp. Bei Studieneinschluss lag die EF einschließlich der Standardabweichung im 
Falle des +49-GG-Genotypes bei 30 ± 9% und beim +49-AA-Genotyp bei 31 ± 8%. 
Zum Follow-Up-Zeitpunkt war die durchschnittliche EF beim +49-GG-Genotyp auf 39 ± 
11% angestiegen und lag beim +49-AA-Gentyp bei 43 ± 13%. Der linksventrikuläre 
enddiastolische Durchmesser (LVEDD) erscheint bei Patienten mit einem GG-Genotyp 
im +49-Polymorphismus größer beim Einschluss und Follow-Up, als bei solchen mit 
einem AA-Genotyp (LVEDD Einschluss: +49-GG: 68 ± 9 mm, +49-AA: 67 ± 7 mm; 
LVEDD Follow-Up: +49-GG: 66 ± 6 mm, +49-AA: 62 ±7 mm). Sowohl eine niedrigere 
EF als auch ein größerer LVEDD sind diagnostische Kriterien für eine Zunahme der 
Herzinsuffizienz bei DCM-Patienten. Es zeigte sich folglich bei DCM-Patienten mit dem 
+49-GG-Genotyp im Box-Plot-Diagramm tendenziell eine ausgeprägtere Be-
einträchtigung der linksventrikulären Funktion, als bei Patienten, die den +49-AA-
Genotyp trugen. 
Ob tatsächliche signifikante Unterschiede zwischen den drei Genotypengruppen des 
CTLA-4-+49-Polymorphismus AA, AG und GG bezogen auf die gemessenen 
intervallskalierten normalverteilten Variablen vorlagen, wurde zunächst durch ANOVA-
Tests (Tabelle 19) analysiert. 
 
Tabelle 19: ANOVA-Test der Variablen des CTLA-4-+49-SNP(Abkürzungen: 











42 2 21 0,1 0,9 
Innerhalb der 
Gruppen 
26255 149 176   




257 2 129 1,4 0,3 
Innerhalb der 
Gruppen 
12913 139 93   




318 2 1554 5,1 0,008 
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Innerhalb der 
Gruppen 
4274 139 307   




364 2 182 0,9 0,4 
Innerhalb der 
Gruppen 
27848 132 211   




880 2 440 2,7 0,071 
Innerhalb der 
Gruppen 
22336 137 163   





39 2 19 0,3 0,8 
Innerhalb der 
Gruppen 
10685 146 73   





262 2 131 0,8 0,5 
Innerhalb der 
Gruppen 
20150 121 167   





179 2 89 1,8 0,2 
Innerhalb der 
Gruppen 
7393 146 51   





227 2 114 1,7 0,2 
Innerhalb der 
Gruppen 
7224 110 66   
Gesamt 7452 112    
 
Als signifikant zu werten war lediglich die Verteilung des Körpergewichts zwischen den 
drei Genotypen AA, AG und GG des CTLA-4-+49-Polymorphismus, mit einem p-Wert 
von 0,008. Die Tendenzen, die in den Box-Plot-Diagrammen zu erkennen sind, können 
folglich nicht als signifikant erachtet werden. 
Um zu ermitteln, zwischen welchen der drei Genotypen ein signifikanter Unterschied in 
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der Gewichtverteilung vorliegt, wurden anschließend Tukey-Tests berechnet, deren Er-
gebnisse in Tabelle 20 aufgelistet sind. 
 
Tabelle 20: Tukey-Test des CTLA-4-+49-SNP 
Abhängige 
Variable 
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Der Tukey-Test bestätigt die Ergebnisse des ANOVA-Tests. Außer der Variable 
„Gewicht“ liegen keine weiteren Signifikanzen vor. Beim Gewicht unterscheiden sich 
die Werte zwischen den Genotypen AG und GG mit einem p-Wert von 0,011. Im ent-
sprechenden Box-Plot-Diagramm ist zu erkennen, dass die DCM-Patienten mit dem 
CTLA-4-CT42-GG-Genotyp ein höheres Gewicht aufweisen, als solche mit dem +49-
AG-Genotyp. 
 
3.2.4.4. Analyse der Assoziation kardialer Parameter mit dem +49-SNP 
In Tabelle 21 erfolgt zunächst eine Auflistung der erhobenen kardialen Variablen in 
Bezug auf die Genotypen des CTLA-4-+49-Polymorphismus. 
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Tabelle 21: Kardiale Parameter des Marburger DCM-Kollektivs in Bezug auf die 
Genotypen des CTLA-4-+49-SNP 
  AA AG GG Gesamt 
NYHA 
 
1 2 (17%) 9 (75%) 1 (8%) 12 
2 12 (35%) 17 (50%) 5 (15%) 34 
3 32 (40%) 38 (47%) 11 (44%) 81 
4 2 (33%) 1 (17%) 3 (50%) 6 




atypisch 9 (33%) 12 (44%) 6 (22%) 27 
CCS1 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 6 
CCS2 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 
CCS3 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 3 
keine AP 32 (38%) 43 (51%) 10 (12%) 85 




familiär 12 (39%) 13 (42%) 6 (19%) 31 
nicht-
familiär 
42 (35 %) 61 (50%) 18 (15%) 121 
fehlend keine keine keine keine 
Parvovirus B19 
positiv 17 (44%) 16 (41%) 6 (15%) 39 
negativ 35 (33%) 53 (50%) 17 (16%) 205 
fehlend 2 5 1 8 
 
Die Aufteilung der NYHA-Klassen in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-CT42-
Polymorphismus gibt die Abbildung 38 wider.  
 
Abb. 38: NYHA-Stadien in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-+49-
Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs 
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Bei der Bestimmung des klinischen Ausmaßes der Herzinsuffizienz anhand der NYHA-
Klassifikation fiel auf, dass vergleichsweise viele Patienten mit dem AG-Genotyp kei-
nerlei kardiale Symptomatik aufwiesen und deshalb in die NYHA-Gruppe 1 klassifiziert 
wurden (75% aller Patienten der NYHA-Gruppe 1). Demgegenüber zeigten nur 17% 
aller NYHA-Klasse-1-Patienten den AA-Genotyp und 8% den GG-Genotyp (Abb. 38). 
Umgekehrt befanden sich in der Gruppe der DCM-Patienten mit schweren kardialen 
Symptomen (NYHA-Gruppe 4) zu 50% Patienten mit dem GG-Genotyp, wohingegen 
nur 17% dieser Patientengruppe den Genotyp AG und 33% den Genotyp AA besaßen. 
Die Berechnung des p-Werts mittels Chi-Quadrat-Test ergab jedoch einen Wert von 
p=0,129 (Chi-Quadrat-Wert=9,91, df=6) und erreichte damit keine Signifikanz. 
 
 
Abb. 39: Angina-pectoris-Beschwerden in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-
+49-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in Prozent 
 
Im Vergleich der +49-Genotypen in Bezug auf Angina-pectoris-Beschwerden mittels 
der CCS-Klassifikation (Abbildung 39) stach das ausschließliche Auftreten der DCM-
Patienten mit dem AG-Genotyp in der CCS2-Gruppe hervor (100%). Außerdem fiel 
auf, dass unter der Gruppe der DCM-Patienten, die von keinen Angina-pectoris-Symp-
tomen berichteten, der Anteil der Patienten mit dem GG-Genotyp vergleichsweise klein 
war (12%). Dagegen besaßen 38% der Patienten ohne Angina-pectoris-Beschwerden 
den AA-Genotyp und 51% den AG-Genotyp. Innerhalb der DCM-Patientengruppe mit 
schwerer Angina-Pectoris-Symptomatik (CCS3) waren die drei Genotypen des +49-
Polymorphismus gleichmäßig vertreten (je 33%). Die Signifikanzberechnung mittels 
Chi-Quadrat-Test erbrachte einen p-Wert von 0,896 (Chi-Quadrat-Wert=4,927, df=10). 
Damit lässt sich die Nullhypothese nicht ablehnen und folglich besteht kein 
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signifikanter Unterschied zwischen den Angina-pectoris-Beschwerden der Marburger 
DCM-Patienten der Gruppe 2 aufgrund ihrer Genotypzugehörigkeit. 
 
 
Abb. 40: Abhängigkeit der DCM-Genese (familiär/nicht-familiär) vom Genotyp des 
CTLA-4-+49-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in Prozent 
 
Die Häufigkeiten der +49-Genotypen in Bezug auf das Vorhandensein einer familiären 
DCM zeigte keine Auffälligkeiten (Abbildung 40). Sowohl unter der Gruppe der 
familiären DCM-Patienten als auch unter den nicht-familiären DCM-Patienten fand sich 
der AG-Genotyp am häufigsten (42% bzw. 50%). Der GG-Genotyp trat jeweils selten 
auf (19% bzw. 15%). Der mithilfe des Chi-Quadrat-Tests errechnete p-Wert lag 
oberhalb des gesetzten Signifikanzniveaus von p<0,05 (p=0,674, Chi-Quadrat-
Wert=0,789, df= 2). Somit besteht, mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5%, kein 
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Genotyp des CTLA-4-+49-SNP und der 
Familiarität der DCM innerhalb des untersuchten Marburger DCM-Patientenkollektivs. 
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Abb. 41: Parvovirus-B19-(PB19)-Nachweis in Abhängigkeit vom Genotyp des CTLA-4-
+49-Polymorphismus innerhalb des Marburger DCM-Kollektivs in Prozent 
 
Der Nachweis von Parvorvirus-B19-DNA in der Endomyokardbiospie wurde ebenfalls 
in Bezug auf die drei Genotypen des +49-SNP untersucht (Abbildung 41). Obgleich die 
Hälfte (50%) der PB19-negativen Patienten und nur 41% der Virus-positiven-Patienten 
den AG-Genotyp aufwiesen, und bei 33% der Virus-negativen Patienten gegenüber 
44% der Virus-positiven Patienten ein AA-Genotyp festgestellt wurde, war dieser 
Unterschied nicht statistisch signifikant (p=0,731, Chi-Quadrat-Wert=2,028, df=4).  
 
3.1.5. Verteilung der CTLA-4-+49-Genotypen in Abhängigkeit 
des Vorhandenseins einer Autoimmunerkrankung 
In zahlreichen Studien wurde von einer Assoziation zwischen Immunerkrankungen, 
insbesondere Autoimmunerkrankungen, und dem CTLA-4-+49-GG-Genotyp berichtet 
(siehe Diskussion). Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Häufung des GG-
Genotyps bzw. G-Allels bei DCM-Patienten zu beobachten war, wäre es möglich, dass 
dies nur auf das zusätzliche Vorliegen von Autoimmunerkrankungen bei den unter-
suchten Patienten zurückzuführen ist. Um diesen möglichen Bias auszuschließen, 
wurde zuletzt analysiert, wie sich die Genotypverteilung zwischen DCM-Patienten mit 
und ohne komorbide Immunerkrankung im Vergleich zur Kontrollgruppe verhält. Die 
Häufigkeiten und Prozentzahlen zur Genotypverteilung in Bezug auf komorbide Auto-
immunerkrankungen sind in Tabelle 22 dargestellt. 
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Tabelle 22: Genotypverteilung des CTLA-4-+49-Polymorphismus in Abhängigkeit zum 
Vorliegen einer Immunerkrankung bei DCM-Patienten 





Gesamt (n) 29 123 221 
+49A/+49A 14 (48%) 40 (33%) 92 (42%) 
+49A/+49G 12 (41%) 62 (50%) 113 (51%) 
+49G/+49G 3 (10%) 21 (17%) 16 (7%) 
 
In Abbildung 42 ist ein möglicher Zusammenhang zwischen einer zusätzlichen Immun-
erkrankung der DCM-Patienten und der Genotypverteilung des CTLA-4-+49-Polymor-
phismus in Form eines Säulendiagramms dargestellt.  
 
 
Abb. 42: Genotypverteilung des CTLA-4-+49-Polymorphismus in DCM-Patienten mit 
und ohne Immunerkrankung  
 
Anhand des Säulendiagramms, dass das Vorhandensein einer komorbiden Immun-
erkrankung bei DCM-Patienten in Bezug auf die drei Genotypen des +49-Polymor-
phismus aufzeigt, fiel auf, dass der AA-Genotyp bei den DCM-Patienten mit Immun-
erkrankung häufiger vertreten war (48%) als die Genotypen AG (41%) und GG (10%). 
Unter den DCM-Patienten ohne komorbide Immunkrankheit trat dagegen der AG-
Genotyp häufiger auf (50%) als der AA- (33%) und der GG- (17%) Genotyp. Die Sig-
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nifikanztestung mittels Chi-Quadrat-Test ergab jedoch mit einem p-Wert von 0,259 
(Chi-Quadrat-Wert=2,70, df=2) keine signifikante Assoziation zwischen dem Vorliegen 




Abb. 43: Genotypverteilung des CTLA-4-+49-SNP in DCM-Patienten mit 
Immunerkrankung und in der Kontrollkohorte.  
 
Der AA-Genotyp trat bei DCM-Patienten mit komorbider Immunerkrankung im Ver-
hältnis häufiger auf (48%) als in der Kontrollkohorte (42%). Umgekehrt verhielt es sich 
mit dem AG-Genotyp, der im Kontrollkollektiv stärker vertreten war (51%) als bei den 
DCM-Patienten, die an einer Immunerkrankung litten (41%). Dieser Unterschied er-
reichte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,583, Chi-Quadrat-Wert=1,08, df=2). 
Die zugehörigen Werte zur Genotypverteilung des CTLA-4-+49-SNP in DCM-Patienten 
mit Immunerkrankung und solchen in der Kontrollkohorte finden sich in Abbildung 43. 
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Abb. 44: Genotypfrequenz des CTLA-4-+49-SNP in DCM-Patienten ohne 
Immunerkrankung und in der Kontrollkohorte. Der Genotyp GG findet sich bei DCM-
Patienten ohne Immunerkrankung signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe (p<0,05 
mit eckiger Klammer markiert)  
 
Es ließ sich nachweisen, dass der GG-Genotyp des CTLA-4-+49-Polymorphismus 
signifikant häufiger in der DCM-Gruppe ohne komorbide Immunerkrankung vorkommt 
als in der Kontrollkohorte, da der mittels Chi-Quadrat-Test berechnete p-Wert 0,012 
(Chi-Quadrat-Wert=8,85, df=2) betrug (Abbildung 42). Daraus ließ sich schließen, dass 
ein Bias aufgrund des zusätzlichen Vorkommens einer Autoimmunerkrankung bei den 
untersuchten DCM-Patienten unwahrscheinlich ist, da sogar in der Gruppe ohne 
begleitende Immunerkrankung der GG-Genotyp signifikant häufiger auftrat als bei den 
Kontrollen. 
 
3.2. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Analyse des CTLA-4-CT60-Polymorphismus ergab keine signifikante Assoziation 
zwischen der Genotypverteilung und der DCM. Das CT60-G-Allel zeigte sich in der 
DCM Gruppe Marburg 1 signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe. Im gesamten 
DCM-Kollektiv war diese Assoziation jedoch nicht mehr nachzuweisen. Ein Zusam-
menhang zwischen der Klinik und dem Verlauf der DCM und den CT60-Genotypen be-
stand, außer einer erhöhten Herzfrequenz der Patienten mit dem GG-Genotyp, nicht. 
Dagegen konnte eine signifikante Häufung des CTLA-4-+49-GG-Genotyps und des 
+49-G-Allels bei DCM-Patienten demonstriert werden. Bezüglich der Symptomatik und 
des Verlaufs der DCM in Bezug auf die CTLA-4-+49-Genotypen deuteten die Box-Plot-
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Diagramme zwar eine erniedrigte Ejektionsfraktion und einen höheren enddias-
tolischen Durchmesser bei Patienten mit dem +49-GG-Genotyp an, dieser Unterschied 
erreichte jedoch keine Signifikanz. Als signifikant stellte sich nur ein erhöhtes 
Körpergewicht bei DCM-Patienten mit dem GG-Genotyp heraus. 
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4. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen zwei Polymorphismen 
des CTLA-4-Gens, dem CT60- und dem +49-Polymorphismus, und der dilatativen 
Kardiomyopathie untersucht. In diese klinisch-epidemiologische Studie wurden DCM-
Patienten eingeschlossen, bei denen zuvor eine ausführliche Anamneseerhebung und 
eine gründliche körperliche Untersuchung unter Einschluss eines 12-Kanal-Elektro-
kardiogramms, Röntgen-Thorax, transthorakaler Echokardiographie sowie einer 
diagnostischen Koronarangiographie und Endomyokardbiopsie keine Hinweise auf das 
Vorliegen einer anderen kardialen Grunderkrankung erbracht hatten. Die diagnos-
tischen Kriterien der dilatativen Kardiomyopathie wurden definiert als echokardio-
graphisch ermittelte linksventrikuläre Ejektionsfraktion (EF) von <45% und/oder einem 
linksventrikulären enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) von >56 mm. Hierbei han-
delt es sich um objektive Diagnosekriterien, wie sie üblicherweise für Kollektive mit 
DCM-Patienten standardmäßig für klinische Studien verwendet werden. Die Kontroll-
gruppe wurde aus Personen gebildet, die zum Blutspenden an die Universitätsklinik 
nach Marburg gekommen waren, und bei denen eine umfassende körperliche Unter-
suchung keinen Anhalt für eine kardiale Erkrankung erbracht hatte. Die Ergebnisse 
dieser Studie zeigen eine Assoziation des CT42-Polymorphismus von CTLA-4 mit der 
DCM und sind geeignet, die dilatative Kardiomyopathie in den Katalog der CTLA-4-
assoziierten Erkrankungen aufzunehmen. 
Die Pathogenese der DCM ist auch nach vielen Jahren der Forschung nicht voll-
kommen aufgeklärt. Man geht jedoch davon aus, dass die DCM nosologisch heterogen 
ist und phasenweise unter Beteiligung von autoimmunen Vorgängen verläuft. Eine 
Assoziation zwischen Polymorphismen des CTLA-4-Gens und der DCM könnte eine 
solche Annahme unterstreichen. Das auf stimulierten T-Zellen exprimierte CTLA-4-
Molekül wirkt inhibierend auf die T-Zell-Funktion und hat somit eine hemmende Wir-
kung auf das Immunsystem. Diese Eigenschaft führte zu der Hypothese, dass CTLA-4 
ein wichtiger Bestandteil der Selbsttoleranz ist und umgekehrt eine reduzierte CTLA-4-
Oberflächenexposition eine Prädisposition für Autoimmunerkrankungen darstellt. In 
den letzten Jahren entstanden diverse Studien, die eine Assoziation zwischen Muta-
tionen bzw. Polymorphismen im CTLA-4-Gen und Autoimmunerkrankungen, wie bei-
spielsweise Diabetes mellitus, herstellen konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde 
erstens geprüft, ob sich die Genotypen AA, AG und GG des CT60- (+6230) Polymor-
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phismus und des CT42- (+49) Polymorphismus im CTLA-4-Gen zwischen Patienten 
mit DCM und Kontrollen unterscheiden und zweitens, ob der Genotyp von CTLA-4-
SNPs die Schwere und den Verlauf der DCM beeinflussen kann.  
In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die den Einfluss des CT60-Poly-
morphismus, teilweise auch in Kombination mit dem +49-Polymorphismus, auf unter-
schiedliche Autoimmunerkrankungen untersucht haben. Bei nicht wenigen extra-
kardialen Autoimmunkrankheiten wurden dabei widersprüchliche Ergebnisse publiziert. 
In einer holländischen Studie gaben Zhernakova et al. eine Assoziation zwischen 
einem CTLA-4-Haplotyp, der sowohl für den CT60- als auch den CT42-SNP das G-
Allel beinhaltet, und Diabetes mellitus Typ 1 bekannt (Zhernakova et al., 2005). Kawa-
saki et al. wiesen eine Häufung des CTLA-4-+6230-GG-Genotyps bei japanischen 
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 nach (Kawasaki et al., 2008). 
Hunt et al. fanden einen Zusammenhang zwischen britischen Zöliakie-Patienten und 
einem CTLA-4-Haplotyp, der sowohl für den +6230- als auch den +49-SNP das G-Allel 
beinhaltet (Hunt et al., 2005). Brophy et al. beschrieben ähnliche Ergebnisse in Irland 
und van Belzen et al. in Holland (Brophy et al., 2006, van Belzen et al., 2004). 
Gudjónsdóttir und Mitarbeiter konnten dies bei einer gemischt norwegischen und 
schwedischen bzw. King et al. bei einer englischen Kohorte nicht bestätigen (King et 
al., 2003, Gudjónsdóttir et al., 2009). 
Eine Assoziation zwischen dem CT60-SNP und der primär biliären Zirrhose konnte von 
Walker et al. in Kanada gezeigt (Walker et al., 2009), von Joshita et al. allerdings in 
Japan nicht bestätigt werden (Joshita et al., 2010). Eine Haplotyp-Analyse zeigte eine 
Häufung der G-Allele von +49 und CT60 bei Patienten mit primär biliärer Zirrhose in 
einer japanischen (Joshita et al., 2010), einer amerikanischen (Juran et al., 2008) und 
einer kanadischen Population (Walker et al., 2009). Auch konnte eine signifikante 
Assoziation zwischen dem CTLA-4-CT60-GG-Genotyp und japanischen Patienten mit 
autoimmuner Pankreatitis nachgewiesen werden (Umemura et al., 2008). Han et al. 
demonstrierten eine Häufung des CTLA-4-+6230-GG-Genotyps und des -G-Allels bei 
Patienten mit Morbus Basedow im Vergleich zu einer Kontrollgruppe in einer 
chinesischen Studie (Han et al., 2006). Weng und Kollegen gelangten zu vergleich-
baren Ergebnissen in einer taiwanischen Population (Weng et al., 2005). Takahashi 
und Kimura fanden eine Häufung des G-Allels bei Morbus-Basedow-Patienten mit 
positiven Autoantikörpern gegen den Thyroidea-stimulierenden-Hormon(TSH)-Rezep-
tor im Vergleich zu gesunden Probanden (Takahashi & Kimura, 2010). Der CT60-
Polymorphismus wurde von Ueda und Mitarbeitern bei 1516 britischen Probanden als 
der am höchsten assoziierte SNP zu Morbus Basedow bezeichnet, auch wenn drei 
andere SNPs in der gleichen 6.1-kb Region des 3’-Endes von CTLA-4, JO31, JO30 
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und JO27-1, die Assoziation ebenfalls erklären könnten (Ueda et al., 2003). In einer 
Studie zum systemischem Lupus erythematodes in England konnte keine direkte 
Assoziation zum CT60-SNP nachgewiesen werden (Cunninghame Graham et al., 
2006). 
Daha et al. untersuchten den CT60-Polymorphismus bei Patienten mit rheumatoider 
Arthritis (RA) in einer holländischen Kohorte und führten außerdem eine Metaanalyse 
mit vier weiteren kaukasischen Studien durch. Sowohl ihre eigene Kohorte als auch die 
Metaanalyse zeigte eine signifikante Häufung des CT60-G-Allels bei Patienten im 
Vergleich zu Kontrollen (Daha et al., 2009). In einer großen kanadischen Studie mit 
1140 RA-Patienten wurde ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zum +6230-Poly-
morphismus hergestellt (Walker et al., 2009). Plenge et al. ermittelten vergleichbare 
Ergebnisse (Plenge et al., 2005). Suppiah et al. konnten in Nordirland dagegen keine 
Assoziation zur RA demonstrieren (Suppiah et al., 2006). Patienten, die an einer ju-
venilen idiopathischen Arthritis litten, zeigten in einer US-amerikanischen Studie eben-
falls keine Häufung des CTLA-4-+49-GG-Genotyps im Vergleich zu einer Kontroll-
gruppe (Prahalad et al., 2008). 
CTLA-4-+6230 scheint der Polymorphismus im CTLA-4-Gen mit der stärksten As-
soziation zu ANCA-positiven Vaskulitiden (engl.: small vessel vasculitis, SVV) in einer 
britischen Studie zu sein. Zwar traten sowohl der +49-GG- als auch der CT60-GG-
Genotyp signifikant häufiger bei Patienten auf, in einer Haplotyp-Analyse bestimmte 
jedoch das CT60-G-Allel die Prädisposition zur SVV (Kamesh et al., 2009). Die 
Arbeitsgruppe von Blomhoff gab eine positive Assoziation zwischen dem CT60-SNP 
und Morbus Addison bekannt (Blomhoff et al., 2004). Eine große Studie über Morbus 
Addison erbrachte dagegen keinen signifikanten Zusammenhang zum CTLA-4-CT60-
SNP (Brozzetti et al., 2010). In einer Studie mit Multiple-Sklerose-Patienten bestand 
keine Assoziation zum CTLA-4-CT60-SNP (Greve et al., 2008). John et al. fanden 
allerdings eine signifikante Assoziation zwischen dem CT60-SNP und der Alopezia 
areata (John et al., 2011). Muro et al. präsentierten einen Zusammenhang zwischen 
dem CT60-G-Allel und einer gehäuften akuten Lebertransplantatabstoßung. Das 
langfristige Transplantatüberleben unterschied sich zwischen den CT60-Genotypen 
jedoch nicht (Muro et al., 2008). Zusammenfassend kann man sagen, dass es, trotz 
der zahlreichen Gegenbeispiele, wahrscheinlich erscheint, dass ein – wenn auch 
geringer – Zusammenhang zwischen dem CTLA-4-CT60-GG-Genotyp und dem Vor-
liegen von Autoimmunerkrankungen besteht. Veröffentlichungen über einen Zusam-
menhang zwischen dem CT60-SNP und der DCM existieren bisher noch keine. In der 
vorliegenden Arbeit konnte zwar eine Häufung des CT60-GG-Genotyps bei Patienten 
mit DCM gezeigt werden, sie erreichte allerdings nicht das Signifikanzniveau.  
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Neben diesen reinen Assoziationsstudien, zu der auch die vorliegende Arbeit gehört, 
existieren zahlreiche Untersuchungen darüber, wie der CT60-GG-Genotyp die Neigung 
zu Autoimmunerkrankungen bewirken könnte. Ueda et al. zeigten in ihrer Publikation, 
dass CT60 das Verhältnis der CTLA-4-Spleißformen sCTLA-4 und fl-CTLA-4 ver-
ändern könnte: Ruhende T-Zellen von Individuen mit dem Genotyp CT60-GG besaßen 
niedrigere sCTLA-4-mRNA-Konzentrationen als solche mit dem Genotyp CT60-AA 
(Ueda et al., 2003). Da sCTLA-4, genauso wie das vollständige flCTLA-4, inhibitorisch 
auf Leukozyten wirken kann (Oaks et al., 2000), zogen Ueda et al. die Schluss-
folgerung, dass der prädisponierende +6230-GG-Genotyp die Effizienz des Spleiß-
vorgangs beeinträchtigt und somit die Produktion von sCTLA-4 verringert. Die dezi-
mierte Anzahl an sCTLA-4-Molekülen führe zu einer geringeren Blockierung der B7-
Rezeptoren, die ihrerseits vermehrt CD28 binden können. Das Resultat sei eine er-
höhte Effektor-T-Zell-Aktivität und damit eine Prädisposition für Autoimmuner-
krankungen (Ueda et al., 2003). Kaartinen et al. bestätigten diese Erkenntnisse 
(Kaartinen et al., 2007). Auch Palacios et al. wiesen eine verringerte flCTLA-4-Ex-
pression bei Individuen mit dem CTLA-4-+6230-GG-Genotyp nach (Palacios et al., 
2008). Damit übereinstimmend demonstrierten Purohit et al., dass die sCTLA-4-Kon-
zentrationen im Serum von Diabetes-Typ-1-Patienten höher waren als die von gesun-
den Kontrollpersonen (Purohit et al., 2005).  
Dagegen veröffentlichten die Arbeitsgruppen um Mayans, Anjos und Berry wider-
sprechende Ergebnisse: die mRNA-Expressionslevel von sCTLA-4 und flCTLA-4 
unterschieden sich in ihren Versuchen zwischen den +6230-Genotypen nicht (Mayans 
et al., 2007, Anjos et al., 2005, Berry et al., 2008, Purohit et al., 2005). Daraufhin 
postulierten Anjos und Kollegen, dass es einen anderen Mechanismus geben muss, 
wie der CT60-GG-Genotyp die Prädisposition für Autoimmunkrankheiten verursacht. 
Z.B. könne es zu Effekten auf die Transkription von anderen noch unbekannten Genen 
kommen. Möglich sei auch, dass der +6230-GG-Genotyp die CTLA-4-Expression zwar 
beeinflusst, aber nur im physiologischen Aktivierungszustand von T-Zellen in vivo 
(Anjos et al., 2005).  
Einen alternativen Mechanismus, wie der CT60-SNP für Autoimmunerkrankungen prä-
disponieren könnte, stellten Atabani et al. vor. Sie analysierten, ob die CTLA-4-CT60-
Genotypen einen Einfluss auf die Menge von Tregs haben. Sie kamen zu dem Resul-
tat, dass bei gesunden Probanden mit dem CT60-AA-Genotyp signifikant mehr Tregs 
im peripheren Blut zirkulieren als bei Individuen mit dem CT60-GG-Genotyp. Da Tregs 
ein wichtiger Baustein der peripheren Toleranz sind, könnte eine verminderte Anzahl 
an Tregs autoreaktive Vorgänge triggern (Atabani et al., 2005). Gerold et al. ver-
knüpften kürzlich die beiden Ansätze, wie der CTLA-4-CT60-GG-Genotyp autoreaktive 
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Vorgänge hervorrufen könnte. In ihren Experimenten fanden sie heraus, dass die 
geringere Konzentration oder der Verlust an sCTLA-4 ein Grund für die verringerte 
Funktion von Tregs ist. So wäre es folglich vorstellbar, dass es durch den CT60-GG-
Genotyp zu einer verminderten sCTLA-4-Konzentration kommt, dadurch Tregs an 
Potenz verlieren und somit autoimmune Reaktionen nicht verhindern können (Gerold 
et al., 2011).  
Damit übereinstimmend konnte demonstriert werden, dass Patienten mit sys-
temischem Lupus erythematodes (Crispin et al., 2003) und Diabetes mellitus Typ 1 
(Kukreja et al., 2002) weniger Tregs in ihrem peripheren Blut aufweisen als gesunde 
Individuen. Für die vorliegende Arbeit interessant ist, dass dies auch bei DCM-
Patienten gezeigt werden konnte (Li et al., 2010, Tang et al., 2010). Dies ist ein 
weiterer Hinweis darauf, dass man einige Subentitäten der DCM auf Autoimmun-
mechanismen zurückführen kann. Unter Berücksichtigung der Annahme, dass eine 
Dysfunktion von CTLA-4 die Entwicklung und Funktion von Tregs beeinträchtigen kann 
(Takahashi et al., 2000), lässt sich die Hypothese aufstellen, dass eine CTLA-4-
Mutation über eine sCTLA-4-Minderung und Treg-Fehlfunktion autoimmune Vorgänge 
in der Pathogenese der DCM verstärken könnte. Anders ausgedrückt könnte es den 
Tregs durch eine Fehlfunktion oder Zellzahlminderung erschwert sein, eine auto-
immune Reaktion im Myokard effizient zu inhibieren, aus der dann das Bild der DCM 
resultieren würde (Tang et al., 2010). Die vorliegende Arbeit hätte diese Annahme 
durch eine Häufung des CTLA-4-CT60-GG-Genotyps bei DCM-Patienten unterstützen 
können. Da diese aber statistisch nicht signifikant war, kann ein solcher Mechanismus 
aus den eigenen Daten nicht postuliert werden. 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es zwar wahrscheinlich erscheint, dass 
eine Assoziation zwischen dem CTLA-4-CT60-GG-Genotyp und der Prädisposition für 
Autoimmunerkrankungen besteht, die Ursache hierfür jedoch nicht abschließend ge-
klärt ist. Möglicherweise bewirkt der +6230-GG-Genotyp eine Reduktion der Anzahl an 
Tregs im peripheren Blut (Atabani et al., 2005), eine verminderte Expression von 
sCTLA-4 (Oaks et al., 2000, Kaartinen et al., 2007) oder beides (Gerold et al., 2011). 
Sowohl einzeln als auch in Kombination würde es zu einer verringerten Hemmung von 
autoreaktiven T-Lymphozyten kommen. Da eine Überaktivierung von T-Zellen die Ent-
wicklung einer Autoimmunreaktion triggern kann, wäre die Neigung von Individuen mit 
dem CT60-GG-Genotyp eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln, durch beide 
Mechanismen erklärbar. Da die Resultate einiger Forschungsgruppen diesen 
hypothetischen Mechanismen jedoch widersprechen (Anjos et al., 2005, Berry et al., 
2008), bleibt abzuwarten, wie diese Unstimmigkeiten aufgelöst werden.  
Neben dem CT60-SNP ist auch der +49-Polymorphismus, an anderer Stelle CT42 
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genannt, Gegenstand der vorgelegten Arbeit. Es wurde untersucht, ob eine Häufung 
des CTLA-4-+49-GG-Genotyp bei DCM-Patienten im Vergleich zu gesunden Proban-
den besteht. Beim +49-G-Allel kommt es durch den Basenaustausch von Adenin zu 
Guanin zu einer Aminosäuresubstitution an Position 17 des CTLA-4-Signalpeptids mit 
Austausch von Threonin nach Alanin. Wie beim CT60-SNP existiert eine Vielzahl an 
Veröffentlichungen, die eine positive Assoziation zwischen dem CTLA-4-CT42-Poly-
morphismus und diversen Autoimmunerkrankungen belegen. Genauso gibt es aber 
auch Studien, die dem widersprechende Resultate erzielten. Erstmalig wurde 1996 von 
einer Assoziation des CTLA-4-+49-Polymorphismus zu Diabetes mellitus Typ 1 berich-
tet (Nisticò et al., 1996). Chistiakov et al. konnten nachweisen, dass das CTLA-4-
CT42-G-Allel mit Diabetes mellitus Typ 1 in einer russischen Kohorte assoziiert ist 
(Chistiakov et al., 2001). Eine gemischt kanadische und deutsche sowie eine US-
amerikanische Studie zeigten ebenfalls eine signifikante Häufung des +49-G-Allels 
bzw. GG-Genotyps bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 im Vergleich zu einer 
Kontrollkohorte (Donner et al., 1997a, Donner et al., 1997b, Zalloua et al., 2004). 
In einer Studie von Blomhoff et al. stellte das CTLA-4-+49-G-Allel keine Prädisposition 
für die Entwicklung eines Morbus Addisons dar (Blomhoff et al., 2004). Brozzetti et al. 
führten dagegen sowohl eine eigene Studie mit italienischen Morbus-Addison-Patien-
ten als auch eine Metaanalyse mit fünf europäischen Studien durch und gelangten zu 
dem Resultat, dass eine signifikante Assoziation zwischen dem CTLA-4-+49-GG-
Genotyp und Morbus Addison besteht (Brozzetti et al., 2010). Der Zusammenhang 
zwischen dem CTLA-4-CT42-SNP und Multipler Sklerose (MS) wurde von verschie-
denen Studien untersucht, die zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen. So konnten 
einige Autoren keine Assoziation nachweisen (Cizmarević, et al 2011, (Lorentzen et 
al., 2005, Greve et al., 2008), andere fanden jedoch eine Häufung des GG-Genotyps 
bzw. des Haplotyps CT42G-CT60G bei MS-Patienten (Suppiah et al., 2005). Heggarty 
et al. berichteten von einer Häufung des AA-Genotyps bei Patienten mit rezidivierender 
MS im Vergleich zu einer Kontrollkohorte (Heggarty et al., 2007).  
Fernández-Mestre et al. verglichen in Venezuela die +49-Genotypen von Patienten mit 
verschiedenen Autoimmunerkrankungen (Myasthenia gravis, Pemphigus vulgaris und 
Psoriasis) gegenüber solchen mit infektiösen Erkrankungen (Chagas-Krankheit, 
Dengue-Fieber und Amerikanische kutane Leishmaniose) sowie einer Kontrollgruppe 
und konnten keine signifikanten Assoziationen finden (Fernández-Mestre et al., 2009). 
Gudjónsdottir et al. beobachteten eine moderate Korrelation der Ausprägung der Zölia-
kie mit dem GG-Genotyp (Gudjónsdóttir et al., 2009). In einem brasilianischen Kollektiv 
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem CTLA-4-CT42-SNP und Pem-
phigus foliaceus gezeigt werden (Pavoni et al., 2006).  
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Die Suche nach einer Assoziation des +49-SNP zu den autoimmunen Schilddrüsen-
erkrankungen (Morbus Basedow und Hashimoto-Thyreoiditis) ergab uneinheitliche Er-
gebnisse (Chistiakov & Turakulov, 2003). Kouki et al. demonstrierten in einer US-
amerikanischen Studie, dass das CT42-G-Allel häufiger bei Patienten mit Morbus 
Basedow vorkommt als bei gesunden Probanden (Kouki et al., 2002). Die Arbeits-
gruppen von Donner, Han, Weng und Yang et al. erlangten ähnliche Ergebnisse 
(Donner et al., 1997a, Donner et al., 1997b, Han et al., 2006, Yang et al., 2011, Weng 
et al., 2005). Marron und Kollegen sowie Chen und Mitarbeiter konnten dagegen keine 
signifikante genetische Kopplung zum Morbus Basedow nachweisen (Marron et al., 
1997, Chen et al., 2000) und Sahin et al. nicht zur Hashimoto-Thyreoiditis (Sahin et al., 
2009). 2007 führten Kavvoura et al. eine Metaanalyse bezüglich der Assoziation 
zwischen den CT42- und CT60-SNPs und autoimmunen Schilddrüsenerkrankungen 
durch, die aus Studien der letzten Jahre bestand. Insgesamt werteten sie Daten von 
etwa 15 000 Probanden aus und konnten eine signifikante Assoziation des G-Allels 
von +49 und CT60 sowohl zum Morbus Basedow als auch zur Hashimoto-Thyreoiditis 
zeigen. Sie nahmen jedoch an, dass die Assoziation des +49-SNP vor allem durch das 
Kopplungsungleichgewicht (Linkage disequilibrium, LD) zu CT60 zustande kommt 
(Kavvoura et al., 2007). 
Juran et al. zeigten, dass das CTLA-4-+49-G-Allel mit einer erhöhten Häufigkeit bei 
Patienten mit primär biliärer Zirrhose (PBC) zu finden war. Außerdem wiesen sie 
diesen Zusammenhang für den rs231725 Polymorphismus nach, einen SNP, der sich 
in der 3’-flankierenden Region des CTLA-4 Gens befindet. Da sich in der Haplotyp-
Analyse in 6 von 7 häufigen Haplotypen (sogenannte „common Haplotypes“) das A-
Allel des rs231725 fand, stellten die Autoren die Theorie auf, dass die Häufung des 
+49-G-Allel auf dem LD mit rs231725 beruhen könnte (Juran et al., 2008). Walker et al. 
demonstrierten ebenfalls eine positive Assoziation zwischen dem CT42-Polymor-
phismus und 481 PBC-Patienten in Kanada (Walker et al., 2009). In einer deutschen 
und einer englisch/italienischen Studie zur primär biliären Zirrhose konnte dagegen 
keine Assoziation mit dem +49-Polymorphismus nachgewiesen werden (Schott et al., 
2007, Donaldson et al., 2007). 
Der CTLA-4-CT42-GG-Genotyp wurde signifikant häufiger bei türkischen Vitiligo-
Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden (Pehlivan et al., 2009). Ob ein 
Zusammenhang zwischen dem CTLA-4-+49-SNP und systemischem Lupus erythe-
matodes (LE) besteht, ist dagegen umstritten. Einige Studien berichteten von einer 
positiven Assoziation des G-Allels bzw. GG-Genotyps zum LE (Ahmed et al., 2001, 
Pullmann et al., 1999), andere nicht (Barreto et al., 2004, Heward et al., 1999, Liu et 
al., 2001, Lee et al., 2001). Prahalad et al. konnten keine Assoziation zwischen dem 
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+49-SNP und der juvenilen idiopathischen Arthritis nachweisen (Prahalad et al., 2008). 
In einer Metaanalyse von Han et al. ergab sich ein signifkanter Zusammenhang des 
CTLA-4-CT42-GG-Genotyps zur rheumatoiden Arthritis bei Asiaten, aber nicht bei 
Europäern (Han et al., 2005).  
In einem ungarischen Kollektiv bestand keine Assoziation zwischen dem CTLA-CT42-
GG-Genotyp und chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (Magyari et al., 2007). 
Van Belzen und Kollegen untersuchten den +49-SNP bei Zöliakie-Patienten in den 
Niederlanden. Sie konnten keine Häufung des GG-Genotyps bei Patienten im Ver-
gleich zu Kontrollen entdecken (van Belzen et al., 2004). Auch in einer slowakischen 
Studie erwies sich kein Zusammenhang (Dallos et al., 2008). Der CTLA-4-CT42-SNP 
scheint eine Prädisposition für die Alopezia areata in Zentraleuropa zu sein (John et 
al., 2011). 
Auch wenn eine autoimmune Komponente in der Pathogenese zumindest in einigen 
Subentitäten der DCM als gesichert gilt, gibt es bisher erst eine auf Chinesisch ver-
fasste Studie, die eine positive Assoziation zwischen der DCM und dem CTLA-4-+49-
SNP in einer kleinen Kohorte von 48 Patienten nachwies (Liu et al., 2005). In ihrer 
Dissertation „Assoziationsuntersuchung bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 
und Polymorphismen im CTLA4-Gen“ konnte Clarissa Struwe die Ergebnisse von Liu 
et al. bestätigen (Struwe, 2012). Die vorliegende Arbeit weist in einem zweiten kauka-
sischen DCM-Kollektiv ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der DCM und dem 
CTLA-4-CT42-Polymorphismus nach und kann somit die oben genannten Resultate 
bekräftigen. Zusammengenommen unterstützen diese Beobachtungen die Hypothese 
einer autoimmunen Pathogenese von Subentitäten der DCM. 
Wie ließe sich diese Assoziation des CT42-Polymorphismus und der DCM mecha-
nistisch erklären? Denkbar wäre, dass die übermäßige Stimulation des Immunsystems 
durch infiltrierende T-Zellen über eine Myozytolyse und Apoptose zu einem fortschrei-
tenden Verlust von Kardiomyozyten führt. Aus dieser Schädigung des Herzens könnte 
dann letztlich eine DCM resultieren. Die bereits erwähnten Untersuchungen mit CTLA-
4-Knock-out-Mäusen von Tivol et al. und Waterhouse et al. zeigten, dass die 
Haupttodesursache der Mäuse wahrscheinlich die T-Zell-Infiltration des Herzens ist 
(Tivol et al., 1995, Waterhouse et al., 1995). In Übereinstimmung mit diesen Ergeb-
nissen konnte auch bei einigen DCM-Patienten der vorliegenden Studie eine Lympho-
zyteninfiltration des Myokards in der Endomyokardbiopsie nachgewiesen werden.  
Genauso uneinheitlich wie die Ergebnisse der Studien, die eine Assoziation zwischen 
dem CTLA-4-CT42-GG-Genotyp und Autoimmunerkrankungen untersuchen, sind auch 
die Erkenntnisse, die bei der Suche nach einer Ursache für diese fragliche Assoziation 
gewonnen wurden. Anjos et al. wiesen in vitro nach, dass die Translokation des noch 
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unreifen CTLA-4 zum endoplasmatischen Retikulum zwar sowohl beim CTLA-4-+49-G-
Molekül als auch beim CTLA-4-+49-A-Molekül korrekt ablief, etwa ein Drittel der CTLA-
4-+49-G-Peptide jedoch nicht hinreichend glycosyliert wurden. Außerdem berichteten 
sie bei Individuen mit dem CTLA-4-+49-G-Allel von einer im Verhältnis geringeren Zahl 
an CTLA-4-Molekülen auf der Zelloberfläche im Vergleich zur Gesamtmenge an CTLA-
4-Molekülen. Aus diesen Ergebnissen zogen die Autoren den Schluss, dass Individuen 
mit dem CTLA-4-CT42-G-Allel weniger CTLA-4 auf ihrer Oberfläche exprimieren und in 
der Folge eine Neigung zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen besitzen (Anjos 
et al., 2002). Mäurer et al. verwendeten eine andere experimentelle 
Herangehensweise als Anjos et al., gelangten aber zur gleichen Schlussfolgerung. Die 
Autoren untersuchten gesunde Probanden mit einem +49-GG- und solche mit einem 
+49-AA-Genotyp. Sie fanden heraus, dass Individuen mit einem +49-GG-Genotyp 
nach Stimulation mit reifen dendritischen Zellen eine geringere Hochregulierung der 
Oberflächenexpression von CTLA-4 zeigten als Individuen mit dem +49-AA-Genotyp. 
Dies interpretierten Mäurer et al. als eine durch den Mangel an CTLA-4 hervorgerufene 
Störung in der Hemmung der T-Zell-Aktivität. Dies führe zu einer verringerten 
peripheren Selbsttoleranz. Als Fazit postulierten sie, wie auch Anjos et al., dass 
Individuen mit einem CTLA-4-+49-GG-Genotyp eine erhöhte Neigung zur Entwicklung 
von Autoimmunerkrankungen besitzen (Maurer et al., 2002). Ähnliche Ergebnisse 
lieferten die Forschungsgruppen von Kouki et al. und Ligers et al. (Ligers et al., 2001, 
Kouki et al., 2000).  
Kouki und Kollegen beobachteten jedoch keinen Unterschied zwischen der T-Zell Pro-
liferation von Patienten mit Morbus Basedow und Hashimoto-Thyreoiditis auf der einen 
und gesunden Probanden auf der anderen Seite. Sie konnten allerdings nachweisen, 
dass sich die T-Zell-Proliferation von Patienten mit Morbus Basedow oder Hashimoto-
Thyreoiditis durch die Gabe von blockierenden anti-CTLA-4-Antikörpern ineffektiver 
verstärken ließ als bei gesunden Probanden. Daraus schlossen Kouki et al., dass die 
inhibitorische Funktion von CTLA-4 in T-Zellen von Patienten geringer ausgeprägt ist 
als bei Gesunden (Kouki et al., 2000).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Weg, auf dem der CTLA-4-CT42-Poly-
morphismus Einfluss auf die Aktivität von CTLA-4 nimmt, noch lange nicht ent-
schlüsselt ist. Möglicherweise kommt es beim CTLA-4-Molekül mit einem Alanin an 
Position 17 zu einer reduzierten Glycosylierung und damit zu einem verminderten 
Transport der CTLA-4-Moleküle zur Zelloberfläche. Dieser Mangel an CTLA-4-Mole-
külen wiederum könnte, wie beim CTLA-4-CT60-SNP, zu einer erhöhten Effektor-T-
Zell-Aktivität führen und so die Entstehung von Autoimmunerkrankungen erleichtern. 
Aufgrund der widersprüchlichen Resultate der Assoziationsstudien ist jedoch nicht an-
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zunehmen, dass der +49-SNP, genauso wenig wie der CT60-SNP, alleine für die Ent-
wicklung einer Autoimmunkrankheit oder bestimmter Formen der DCM verantwortlich 
ist. 
Viglietta et al. demonstrierten eine verringerte supprimierende Funktion der Tregs von 
Multiple-Sklerose-Patienten im Vergleich zu gesunden Individuen (Viglietta et al., 
2004). Einige Forschungsgruppen beschrieben sogar eine verringerte Treg-
Konzentration im peripheren Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen im 
Vergleich zu gesunden Probanden, z.B. beim systemischen Lupus erythematodes 
(Crispin et al., 2003) und Diabetes mellitus Typ 1 (Kukreja et al., 2002). Die 
Arbeitsgruppen von Li und Tang erlangten ähnliche Resultate in Studien mit DCM-
Patienten (Li et al., 2010, Tang et al., 2010). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass 
man zumindest einige Subentitäten der DCM gewissermaßen als eine Autoimmun-
erkrankung bezeichnen kann. Verknüpft man diese Annahme mit der Beobachtung, 
dass eine Dysfunktion oder Minderung von CTLA-4 die Entwicklung und Funktion von 
Tregs beeinträchtigen kann (Takahashi et al., 2000), lässt sich die Hypothese 
aufstellen, dass eine Mutation von CTLA-4 über eine Treg-Fehlfunktion autoimmune 
Vorgänge in der Pathogenese der DCM verstärken könnte. Daraus lässt sich ableiten, 
dass es den Tregs entweder durch funktionelle Defekte oder eine Abnahme der 
Zellzahl nicht möglich sein könnte, eine autoimmune Reaktion im Myokard effizient zu 
unterdrücken (Tang et al., 2010).  
Neben den in dieser Dissertation untersuchten Polymorphismen, CT60 bzw. +6230 
und CT42 bzw. +49, wurden auch für andere Polymorphismen des CTLA-4-Gens As-
soziationen zu Autoimmunerkrankungen beschrieben. Vor allem sind hier der -318- 
und (AT)n-Polymorphismus zu nennen. Der -318-SNP liegt in der Promotorregion am 
5’-Ende des CTLA-4-Gens (siehe Abbildung 7). Er kann in Form des häufigeren Cyto-
sin-Allels oder des selteneren Thymin-Allels vorliegen. Der -318-CC-Genotyp wurde 
bereits mit der Prädisposition zu Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht 
(Braun et al., 1998, Walker et al., 2009, Han et al., 2006). Umgekehrt konnten Wang et 
al. eine protektive Wirkung des -318-T-Alles nachweisen: Probanden mit dem -318-T-
Allel zeigten eine erhöhte CTLA-4-Promotoraktivität, woraufhin es zu einer vermehrten 
Transkription von CTLA-4 kam. Dies könnte zur Folge haben, dass die Autoreaktivität 
der T-Zellen durch die vermehrte CTLA-4-Expression abgeschwächt wird und so ein 
Schutz gegen die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen vorliegt (Wang et al., 
2002b). Anjos et al. konnten diese Ergebnisse unterstützen und wiesen eine höhere In-
vitro-Transkription von CTLA-4 bei Individuen mit einem -318-T-Allel gegenüber 
solchen mit anderen Genotypen nach (Anjos et al., 2004). Neben diesen Studien, die 
eine Assoziation zwischen dem -318-Polymorphismus und Autoimmunerkrankungen 
4. Diskussion 83 
befürworten, gibt es auch zahlreiche widersprechende Ergebnisse (Heward et al., 
1998, Ahmed et al., 2001, Prahalad et al., 2008, Lee et al., 2001). 
Der Dinukleotid-repeat-(Wiederholungs)-Polymorphismus, (AT)n, ist ein Mikrosatelliten-
Polymorphismus und beginnt an Position +642 der 3’-UTR von Exon 4 des CTLA-4-
Gens (siehe Abbildung 7). Er ist hoch polymorph und kann aus 7 bis 30 AT-Wieder-
holungen bestehen (Ligers et al., 2001). Huang et al. zeigten, dass Probanden mit 
langen (AT)n-Wiederholungen im CTLA-4-Gen hyperaktive T-Zellen besitzen, die die 
Prädisposition zu Autoimmunerkrankungen erklären könnten. Im Einklang damit wies 
die gleiche Forschungsgruppe nach, dass Patienten mit Wegener Granulomatose 
signifikant seltener homozygot für das kürzeste Allel waren als die Kontrollen (Huang 
et al., 2000, Zhou et al., 2004). Auch andere Studien berichteten von einer 
signifikanten Häufung der langen (AT)n-Allele bei Patienten mit 
Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoide Arthritis oder systemischer Lupus 
erythematodes, im Vergleich zu Kontrollkohorten (Rodríguez et al., 2002, Ahmed et al., 
2001). Damit übereinstimmend ermittelten Chen et al. in einer chinesischen Studie mit 
Morbus-Crohn-Patienten, dass das kurze 84bp-Allel signifikant seltener bei Patienten 
im Vergleich zu den Kontrollen auftrat (Chen et al., 2011).  
Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtungen ist, dass lange (AT)n-Allele zu einer 
instabilen CTLA-4-mRNA und somit zu einer reduzierten CTLA-4-Expression führen 
(Wang et al., 2002a). Zu bedenken ist jedoch auch, dass ein starkes Kopplungs-
ungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) zwischen dem (AT)n-Polymorphismus und 
dem +49-SNP zu bestehen scheint (Piras et al., 2005). Das kurze Allel des (AT)n Poly-
morphismus ist häufig kombiniert mit dem A-Allel des +49-SNP und längere Allele des 
(AT)n mit dem G-Allel des +49-SNP (Marron et al., 1997, Ahmed et al., 2001). So ist es 
schwierig zu entscheiden, ob die Assoziation der langen (AT)n-Allele mit Autoimmun-
erkrankungen ursächlich auf den (AT)n-Polymorphismus zurückzuführen ist oder nur 
durch das LD mit dem G-Allel des +49-SNP zustande kommt. Umgekehrt ist es 
natürlich auch denkbar, dass die Neigung von Individuen mit dem CTLA-4-+49-GG-
Genotyp, eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln, nur scheinbar durch ein LD zum 
(AT)n-Polymorphismus besteht. 
Die Assoziationsstudien der letzten Jahre, die sich mit den Polymorphismen des 
CTLA-4-Gens und Autoimmunerkrankungen befassten, lieferten wie beschrieben 
teilweise gegensätzliche Resultate. Ein Hauptproblem bei der Suche nach prä-
disponierenden SNPs für Autoimmunerkrankungen ist, dass ein starkes Kopplungs-
ungleichgewicht (engl.: Linkage disequilibrium, LD) innerhalb der CTLA-4/CD28/ICOS-
Region besteht. Von einem LD spricht man, wenn zwei Loci nicht weiter als 1cM 
(Centimorgan) voneinander entfernt liegen. Diese kurze Entfernung bewirkt, dass die 
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Wahrscheinlichkeit, dass es während der Meiose zu einer Rekombination kommt, sehr 
gering ist, nämlich bei 1% (Vyse & Todd, 1996). Wie in Kapitel 4.2.2. genauer 
beschrieben, gibt es Forschungsergebnisse, die darauf hinweisen, dass sowohl der  
-318-CC-Genotyp wie auch die langen Allele des (AT)n-Polymorphismus eine 
verringerte CTLA-4-Expression zur Folge haben. Genauso existieren aber 
Erkenntnisse, dass die in dieser Arbeit behandelten Polymorphismen CT42 und CT60 
solch eine negative Wirkung auf die CTLA-4-Expression haben können. So könnte also 
theoretisch jeder dieser vier bekannten Polymorphismen des CTLA-4-Gens durch eine 
verminderte CTLA-4-Expression die inhibierende Wirkung von CTLA-4 auf das 
Immunsystem abschwächen und dadurch eine Prädisposition für Autoimmun-
erkrankungen darstellen. Im Zusammenhang mit dem hohen LD in der CTLA-4-Region 
erscheint es schwierig zu entscheiden, welche SNPs tatsächlich mit Autoimmun-
erkrankungen assoziiert sind und bei welchen dieser Zusammenhang lediglich durch 
ihr LD an andere SNPs hervorgerufen wird (Kaartinen et al., 2007).  
Neben dem Kopplungsungleichgewicht innerhalb von CTLA-4 gilt es auch das LD 
zwischen CTLA-4 und ICOS bzw. CD28 in Betracht zu ziehen. ICOS ist ein weiteres 
kostimulatorisches Molekül, das wie CTLA-4 nur auf aktivierten T-Lymphozyten ex-
primiert wird. Seine Funktion dagegen ähnelt der von CD28, da es ebenfalls eine 
fördernde Wirkung auf die T-Zell-Aktivität hat (Hutloff et al., 1999). Es wäre beispiels-
weise auch denkbar, dass die Polymorphismen des CTLA-4-Gens lediglich nur schein-
bar im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen stehen, aber eigentlich noch un-
entdeckte Mutationen im CD28- oder ICOS-Gen für die Assoziation verantwortlich sind. 
Walker et al. analysierten in einer großen kanadischen Studie mit 1140 rheumatoide 
Arthritis- und 481 primär biliäre Zirrhosepatienten SNPs und Haplotypen im CTLA-4- 
und ICOS-Gen sowie im Bereich zwischen den beiden Genen. Sie konnten signifikante 
Assoziationen von diversen SNPs im Bereich der CTLA-4- und ICOS-Gene (inklusive 
den in dieser Arbeit untersuchten SNPs CT60 und CT42) nachweisen (Walker et al., 
2009). Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass theoretisch jeder dieser asso-
ziierten Polymorphismen, auch die des ICOS-Gens, entscheidend für den Zusammen-
hang mit Autoimmunerkrankungen sein könnte.  
Mithilfe des LDs innerhalb von CTLA-4 und zwischen CTLA-4, CD28 und ICOS könnte 
man folglich die unterschiedlichen Ergebnisse der diversen genetischen Assoziations-
studien erklären. Butty et al. suchten in einer weltweiten Studie nach den häufigsten 
Haplotypen im CTLA-4/CD28/ICOS-Lokus. Der wichtigste Haplotyp in kaukasischen 
Populationen beinhaltet u.a. das CT60-A-Allel. Butty et al. stellten sich daraufhin die 
Frage, ob es plausibler wäre anzunehmen, dass der protektive Effekt auf Auto-
immunerkrankungen auf den gesamten Haplotyp zurückzuführen sei, als lediglich auf 
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einen einzelnen SNP wie CT60 (Butty et al., 2007). Diese Überlegung wird z.B. von 
den Erkenntnissen von Brophy und Mitarbeiter unterstützt, die in ihrer Studie mit 
Zöliakiepatienten zwei Haplotypen identifizierten, die signifikant häufiger in der 
Kontrollgruppe vorkamen und insgesamt voraussichtlich protektiver sind als die 
einzelnen SNPs. Diese Haplotypen beinhalteten sowohl das CT60-A-Allel als auch 
+49-A-Allel (Brophy et al., 2006), die sich auch in der vorliegenden Arbeit als protektiv 
herausstellten (im Falle des CT60-A-Allels jedoch nicht signifikant). Auch Johnson et 
al. erarbeiteten häufige Haplotypen, u.a. für CTLA-4, die mit einer Häufigkeit von mehr 
als 5% in einer Population zu finden sind. Die Haplotypen beinhalteten fünf SNPs, mit 
deren Hilfe man in Assoziationsstudien die Variationen innerhalb eines Kopplungs-
ungleichgewichtsblocks ermitteln kann. Johnson et al. nannten diese SNPs „haplotype-
tagging“ SNPs (htSNPs). Sie schlugen vor, in Zukunft diese htSNPs zu untersuchen, 
um so Assoziationsstudien untereinander besser vergleichbar zu machen. Im CTLA-4-
Gen gehört der +49-Polymorphismus dazu, CT60 jedoch nicht (Johnson et al., 2001). 
Unterschiede in Assoziationsstudien lassen sich eventuell auch mit einem Populations-
bias erklären. Ramírez-Soriano et al. demonstrierten, dass sich die Anordnungen der 
häufigen Haplotypen und die Häufigkeiten der SNPs zwischen den verschieden geo-
graphischen Gruppen, teilweise sogar innerhalb einer geographischen Gruppe, signifi-
kant unterscheiden. Sie folgerten daraus, dass Fall-Kontroll-Studien die genetische 
Heterogenität zwischen und innerhalb von geographischen Gruppen dringend in ihre 
Bewertungen mit einberechnen müssen, besonders in Hinblick darauf, dass die 
Kontrollgruppe sehr genau in ihrer ethnischen Zugehörigkeit mit der Patientengruppe 
übereinstimmen sollte (Ramírez-Soriano et al., 2005). Aus epidemiologischen Studien 
ist bekannt, dass jede Population einen Mutationspool besitzt, in dem einzelne 
Mutationen (z.B. Polymorphismen) alleine zumeist keinen messbaren Effekt hervor-
rufen, im Zusammenspiel mit anderen jedoch für autoimmune Reaktionen prädispo-
nieren oder vor ihnen schützen könnten. Aus diesen Wechselwirkungen resultiert das 
individuell maßgebliche Risiko, eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln und erklärt, 
warum diese Erkrankungen nicht klassisch nach Mendel vererbt werden, sondern 
einen komplexen, bisher unbekannten Vererbungsmodus besitzen. Außer diesen 
unterschiedlichen genetischen Voraussetzungen werden die einzelnen Populationen 
mit individuellen Umweltfaktoren konfrontiert, die bei der Entstehung von autoimmunen 
Vorgängen ebenfalls eine Rolle spielen und so widersprüchliche Resultate von As-
soziationsstudien erklären können (Vyse & Todd, 1996). Die Metaanalyse von Han et 
al. ist ein Beispiel dafür, dass ein Polymorphismus in einer ethnischen Gruppe prä-
disponierend und in einer anderen nicht prädisponierend wirkt. Der CTLA-4-+49-GG-
Genotyp zeigte sich bei Patienten mit rheumatoider Arthritis in Asien signifikant 
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häufiger als bei den Kontrollen, wobei dies in Europa nicht der Fall war (Han et al., 
2005). 
Ein weitere Begründung für unterschiedliche Ergebnisse in Assoziationsstudien 
könnten zu kleine Probandenzahlen sein. Dadurch fehlt es den Studien an Power, um 
signifikante und aussagekräftige Ergebnisse hervorzubringen (Brophy et al., 2006, 
Gough et al., 2005).  
Unterschiedliche Ergebnisse in Assoziationsstudien könnten auch durch Gen-Gen-
Interaktionen hervorgerufen werden. Polymorphismen verschiedener Gene ergeben 
gemeinsam ein höheres Risiko, eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln, als alleine. 
Juran et al. und Einarsdottir et al. zeigten eine solche Assoziation zu verschiedenen 
Autoimmunerkrankungen zwischen CTLA-4-SNPs und TNFα einerseits (Juran et al., 
2010) und CTLA-4-SNPs und einem HLA-Haplotyp andererseits (Einarsdottir et al., 
2003). 
Die vorliegende Arbeit ist in erster Linie eine epidemiologische Untersuchung an einer 
klinisch gut charakterisierten Studienkohorte von DCM-Patienten, die nach der Geno-
typverteilung von zwei CTLA-4-SNPs in Erkrankten und zum Vergleich klinisch ge-
sunden Kontrollen fragt. Einschränkend muss erwähnt werden, dass uns leider keine 
Daten über den ethnischen Hintergrund der gesunden Blutspender vorliegen. Da sich 
zwischen kaukasischen und nicht-kaukasischen Populationen die Verteilungen der 
CTLA-4-CT60- (Kavvoura et al., 2007) und +49-Genotypen (Marron et al., 1997) 
jedoch gravierend unterscheiden, könnte dies einen ernstzunehmenden Bias zur Folge 
haben. Da die in dieser Arbeit erhobenen Daten jedoch ähnlich der in anderen Studien 
mit gleichem ethnischen Hintergrund ermittelten (van Belzen et al., 2004, Torres et al., 
2004) sind und sich von nicht-kaukasischen Verteilungen (Weng et al., 2005, Kawasaki 
et al., 2008) unterscheiden und außerdem der Anteil der nicht-europäischen Immi-
granten in der Umgebung von Marburg niedrig ist, sollte von einer systematischen 
Verfälschung der Ergebnisse wohl eher nicht auszugehen sein. 
Fernerhin wurden in dieser Arbeit pathogenetisch bedeutsame Zusammenhänge 
zwischen den verschieden CTLA-4-Genotypen und der Symptomatologie und dem 
Verlauf der DCM untersucht. Hier sind zwar Zusammenhänge zwischen dem CTLA-4-
+49-GG-Genotyp und einigen gemessenen Parametern zu verzeichnen, diese 
erreichten jedoch keine Signifikanz. So war die beim Einschluss und Follow-Up mittels 
Echokardiographie gemessene Ejektionsfraktion (EF) von DCM-Patienten mit dem 
CTLA-4-CT42-GG-Genotyp im Durchschnitt etwas niedriger als die EF der Patienten 
mit dem AA-Genotyp. Der linksventrikuläre enddiastolische Durchesser (LVEDD) beim 
Follow-Up war durchschnittlich bei CTLA-4-+49-GG-Patienten etwas größer. Beides 
sind Hinweise darauf, dass die klinische Symptomatologie bei Patienten mit dem 
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CT42-AA-Genotyp vielleicht etwas milder verlaufen könnte als beim GG-Genotyp, doch 
erreichten beide Ergebnisse mittels ANOVA- und Tukey-Test keine Signifikanz und 
sind deswegen zu vernachlässigen. Dass ein Polymorphismus zwar eine Assoziation 
zur DCM zeigt, aber nicht zu ihrer Klinik bzw. ihrem Verlauf, ist nicht ungewöhnlich. 
Brooksbank et al. berichteten von ähnlichen Resultaten mit dem G-308A-Polymor-
phismus des Tumor-Nekrose-Faktors-α und seinem Zusammenhang zur DCM 
(Brooksbank et al., 2008). In der bisher einzigen anderen Studie, die eine Assoziation 
zwischen dem CTLA-4-+49-SNP und der DCM untersuchte, fand keine Analyse der 
Symptomatik oder des Verlaufes der DCM bezogen auf die +49-Genotypen statt (Liu et 
al., 2005). In Bezug auf den CTLA-4-CT60-Polymorphismus wurden in der hier 
vorgestellten klinischen Studie keine Zusammenhänge zwischen der Genotypver-
teilung und der klinischen Verlauf der DCM aufgedeckt. Möglicherweise ist das Follow-
Up-Intervall von etwa einem Jahr zu kurz bemessen, um hier Einflüsse der beiden 
untersuchten CTLA-4-Polymorphismen auf die Entwicklung einer DCM aufzudecken. 
Auch wenn der genaue Mechanismus, durch den CTLA-4 eine Hemmung der T-Zell-
Antwort bewirkt, noch nicht vollständig aufgeklärt ist, steht wohl außer Frage, dass 
CTLA-4 solch eine Inhibition hervorruft. Genauso gesichert ist, dass eine Blockade von 
CTLA-4 umgekehrt die T-Zell-Aktivität fördert (Walunas et al., 1994, Krummel & 
Allison, 1995, Krummel & Allison, 1996). Aus dieser Beobachtung heraus wurden 
weitere Versuche unternommen, die Eigenschaften von CTLA-4, gegebenenfalls auch 
in Form einer Blockade, therapeutisch zu nutzen. Als Haupteinsatzgebiete sind hier auf 
der einen Seite Tumorerkrankungen, auf der anderen Seite Autoimmunerkrankungen 
und Transplantatabstoßungen zu nennen. Diese Therapieansätze beruhen auf der 
Hypothese, dass durch die Manipulation von CTLA-4 die Immunantwort entweder re-
duziert werden kann, um Autoimmunreaktionen und Transplantatabstoßungen zu 
verringern, oder auf der anderen Seite verstärkt werden kann, um die körpereigene 
Tumorbekämpfung zu verbessern (Tivol et al., 1996). Anders ausgedrückt wird durch 
die Beeinflussung von CTLA-4 versucht, entweder die periphere Toleranz zu stärken, 
um autoreaktive Vorgänge zu vermindern, oder sie zu schwächen, um eine Immun-
antwort gegen körpereigenes Gewebe bzw. Tumorgewebe zu fördern. Zum Einsatz 
kommen hier folglich die blockierenden CTLA-4-Antikörper in der Tumortherapie (Anti-
CTLA-4-AK) und die CTLA-4-Aktivität-fördernden-Antikörper (CTLA-4-AK oder -Ig) in 
der Therapie von Autoimmunerkrankungen (Wang et al., 2002b). Der Einsatz der 
Immuntherapie in der Behandlung von Tumoren ist grundsätzlich auf zwei Weisen 
denkbar: erstens die Förderung des aktivierend auf die Immunantwort wirkenden CD28 
oder zweitens die Blockade seines inhibitorisch wirkenden Gegenspielers CTLA-4. 
Beide Mechanismen würden letztlich einen positiven Effekt auf die Tumorbekämpfung 
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haben. 
Neben der Abwehr von Infektionen, die den Körper von außen angreifen, ist das 
Immunsystem auch befähigt, körpereigene Zellen, die maligne entartet sind, zu 
erkennen und zu bekämpfen. Dies ist möglich, da die meisten malignen Tumore 
Selbstantigene oder veränderte Selbstantigene auf ihrer Oberfläche besitzen, die 
entweder unter- oder überexprimiert sind (Sakaguchi, 2004, Peggs et al., 2006). 
Obwohl T-Zellen die entarteten Zellen einiger Tumore folglich erkennen können, gehen 
die T-Zellen meist in einen anergen Zustand über, da den entarteten Zellen die 
kostimulatorischen Rezeptoren für CD28 fehlen, v.a. B7, die eine normale Körperzelle, 
im Gegensatz zu einer APC, nicht besitzt (Leach et al., 1996). In Mausversuchen 
wurde bereits eine effektive Tumorbekämpfung erreicht, indem die Tumorzellen ex vivo 
mit B7-Molekülen bestückt wurden, anschließend wieder in die Maus eingebracht 
wurden und so eine T-Zell-Antwort hervorriefen. Die B7-positiven-Tumorzellen fungier-
ten sozusagen als APCs für die T-Zellen. Diese richteten sich anschließend ebenfalls 
gegen die nicht-transfizierten Tumorzellen (Townsend et al., 1994, Chen et al., 1992). 
In vitro gelang dieses Verfahren auch mit menschlichen Tumorzellen, allerdings nur im 
Falle des malignen Melanoms. Bei anderen mit B7-transfiizierten Tumorzellen kam es 
nicht zu einer erfolgreichen Tumorabwehr. Eine Erklärung hierfür wäre, dass, wie 
bereits oben erwähnt, nicht alle Tumore Selbstantigene auf ihrer Oberfläche tragen, die 
von T-Zellen erkannt werden (Antonia, 1999).  
Aufgrund der negativ immunregulatorischen Eigenschaften von CTLA-4 ist es 
vorstellbar, dass eine Blockade der CTLA-4/B7-Interaktion die T-Zell-Aktivität gegen 
Tumorzellen steigert und so zu einer besseren Tumorabwehr führt (Leach et al., 1996). 
Peggs et al. testeten in einem Mausmodell des malignen Melanoms, auf welche Weise 
der Anti-CTLA-4-Antikörper seine Wirkung entfaltet, ob durch eine Hemmung der 
Tregs oder eine verringerte Inhibierung der T-Effektor-Zellen. Die Autoren gelangten zu 
dem Schluss, dass beide Mechanismen eine Rolle spielen und unterstützen damit die 
Annahme, dass die CTLA-4-Funktion sowohl über Tregs als auch T-Effektor-Zellen 
gewährleistet wird (Peggs et al., 2009). Anti-CTLA-4-AK führt somit potentiell auf zwei 
Wegen zu einer Förderung der Antitumoraktivität der T-Zellen (Ribas et al., 2007).  
An Fibrosarkomen oder Ovarialkarzinomen erkrankte Mäuse wurden von Yang et al. 
mit Anti-CTLA-4-AK behandelt und auf ihren Tumorprogress hin untersucht. Bei Mäu-
sen in frühen Tumorstadien kam es zu einer Tumorregression, wohingegen Mäuse, die 
sich in einem späten Tumorstadium befanden, nicht von der CTLA-4-Blockade profi-
tierten (Yang et al., 1997). In Mausversuchen wurde die Anti-CTLA-4-AK-Therapie mit 
Tumoren getestet, die B7 nicht exprimierten. Auch in diesem Fall gelang eine effektive 
Tumorabstoßung (Leach et al., 1996). Kwon und Mitarbeiter demonstrierten eine 
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erfolgreiche Tumorbekämpfung in Mäusen mit Prostatakarzinom (Kwon et al., 1997). 
Da ein positiver Effekt auf die Tumorbekämpfung nur dann zu entstehen scheint, wenn 
der Tumor immunogen ist, wurde versucht, die CTLA-4-Blockade mit anderen 
Therapien zu kombinieren. Hier sind die zusätzliche Gabe von mit GM-CSF (engl: 
granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor) transfizierten Tumorzellen (van 
Elsas et al., 1999, Hurwitz et al., 1998), ergänzende Strahlentherapie (Demaria et al., 
2005) oder eine zusätzliche niedrig dosierte Chemotherapie (Mokyr et al., 1998) zu 
nennen.  
Nach diesen vielversprechenden Erkenntnissen, die durch Tierversuche gewonnen 
wurden, begann man Studien über den Einsatz von Anti-CTLA-4-Antikörpern in der 
Tumortherapie beim Menschen. Anti-CTLA-4-AK, z.B. Ipilimumab oder Tremelimumab, 
wurden vor allem in der Therapie des metastasierten Melanoms (O'Day et al., 2007, 
Camacho et al., 2009) und Nierenzellkarzinoms (Blansfield et al., 2005) eingesetzt, 
aber auch zur Therapie des Pankreaskarzinoms (Royal et al., 2010). Die objektiven 
Tumoransprechraten lagen bisher bei 7-15% bei vortherapierten Patienten mit 
metastasierten Tumoren (Peggs et al., 2006). Hervorgerufen wurden diese 
Tumorantworten durch die Infiltration von zytotoxischen T-Lymphozyten (Ribas, 2010), 
die durch die Blockierung von CTLA-4 vermehrt proliferieren konnten. Leider 
entwickelten die mit CTLA-4-blockierenden-Antikörpern therapierten Tumorpatienten 
gehäuft autoimmune Erscheinungen, da die Blockade von CTLA-4 nicht spezifisch die 
periphere Toleranz für den zu behandelnden Tumor, sondern auch die allgemeine 
Toleranz gegen endogene Antigene senkt (Ribas, 2010). Die autoimmunen Reaktionen 
umfassen vor allem Dermatitis, Enterokolitis, Hepatitis, Uveitis und Hypophysitis (Beck 
et al., 2006, Blansfield et al., 2005).  
Der Einfluss von CTLA-4-Polymorphismen, wie sie auch in dieser Arbeit untersucht 
wurden, wurde auch im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen analysiert. Pérez-
García et al. konnten zeigen, dass der CTLA-4-CT60-Genotyp Einfluss auf den Verlauf 
der akuten myeloischen Leukämie hat. Patienten, die den CT60-AA-Genotyp besaßen, 
litten häufiger an Rückfällen und zeigten ein geringeres 3-Jahres-Überleben als Patien-
ten mit dem CT60-GG-Genotyp. Der CT60-GG-Genotyp zeigte sich in diversen Stu-
dien prädisponierend für die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen und der AA-
Genotyp im Gegenzug protektiv. Daraus könnte man die Folgerung ziehen, dass 
CT60-AA fördernd auf die Funktion von CTLA-4, eventuell durch eine erhöhte Ex-
pression des sCTLA-4, und folglich hemmend auf eine Immunantwort wirkt. Anders 
ausgedrückt könnte der „tolerogene“ CT60-AA-Genotyp bewirken, dass ein maligner 
Tumor dem Immunsystem entgeht (Pérez-García et al., 2009). Damit übereinstimmend 
berichteten Cozar et al. von einer signifikanten Häufung des CTLA-4-CT60-AA-Geno-
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typs bei Patienten mit Nierenzellkarzinom im Vergleich zu einer Kontrollkohorte (Cozar 
et al., 2007). 
Neben dem Einsatz in der Tumortherapie ist auch die Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen ein mögliches Ziel von CTLA-4-modulierenden Antikörpern. 
Die Klinik von Autoimmunerkrankungen ist häufig durch Abfolgen von Krankheits-
schüben und Remissionen gekennzeichnet. Wie es dazu kommt ist nicht vollständig 
geklärt, aber für die Remissionen der Multiplen Sklerose könnte unter anderem  
CTLA-4 eine Rolle spielen. Anlass zu dieser Vermutung waren von Karandikar et al. 
durchgeführte Versuche mit Mäusen, die an muriner Relapsing-remitting experimen-
tellen autoimmunen Encephalomyelitis (R-EAE) litten, eine schubweise verlaufende 
experimentelle Krankheit, die der Multiplen Sklerose beim Menschen ähnelt. Ohne die 
genaue Wirkungsweise zu verstehen, fiel den Autoren auf, dass die Gabe von 
blockierenden CTLA-4-Antikörpern die Symptomatik der R-EAE verstärkte (Karandikar 
et al., 1996). Eagar et al. berichteten, dass Mäuse nach der Gabe von blockierendem 
Anti-CTLA-4-AK, trotz vorheriger Toleranzinduzierung, eine R-EAE entwickelten 
(Eagar et al., 2002). Bei nichtadipösen, diabetischen Mäusen (engl.: nonobese diabetic 
mice, NOD) konnte nach einer frühzeitigen Therapie mit CTLA-4-Ig erreicht werden, 
dass nur 11% der Mäuse Diabetes entwickelten, im Gegensatz zu 87% bei den Kon-
trollen (Lenschow et al., 1995). Auch in einem Lupus-erythematodes-Mausmodell ge-
lang es, das Leben der Mäuse durch die Gabe von CTLA-4-Ig zu verlängern (Finck et 
al., 1994). Für die vorliegende Arbeit interessante Versuche führten Matsui et al. am 
Mausmodell der autoimmunen Myokarditis (engl.: experimental autoimmune myo-
carditis, EAM) durch. Bei frühzeitiger Gabe verhinderten CTLA-4-AK die Entstehung 
der EAM und bei später Gabe kam es noch immer zu einer verminderten Ausprägung 
der EAM (Matsui et al., 2002). 
Die vielversprechenden Experimente an murinen Autoimmunerkrankungen führten 
zum Einsatz von CTLA-4-Antikörpern beim Menschen. CTLA-4-AK, oder CTLA-4-Ig, ist 
eine rekombinante lösliche Form von CTLA-4, bestehend aus der schweren Kette des 
humanen IgG und der extrazellulären Domäne von CTLA-4 (Ruderman & Pope, 2005). 
CTLA-4-Ig wurde unter dem Namen Abatacept bereits in verschiedenen Studien zur 
Therapie von rheumatoider Arthritis (RA) im Sinne eines Immunmodulators getestet 
und zeigte sich ohne (Kremer, et al 2011, Moreland, et al 2002) und mit zusätzlicher 
Gabe von Methotrexat (Moreland et al., 2002, Kremer et al., 2003, Kremer et al., 2011, 
Westhovens et al., 2009) als effektives Therapeutikum der rheumatoiden Arthritis. Man 
nimmt an, dass der Wirkmechanismus von Abatacept auf der Wirkung von CTLA-4 
basiert: Indem Abatacept an die B7-Rezeptoren bindet, fehlt der autoreaktiven T-Zelle 
das kostimulatorische Signal von CD28, um nach der Antigenpräsentation einer APC 
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zu proliferieren. Autoimmune Mechanismen werden in ihrem Entstehen oder 
Fortschreiten gehemmt (siehe Abbildung 45). 
 
 
Abb. 45: Inhibition der T-Zell-Kostimulation durch den CTLA-4-Antikörper Abatacept.  
A: Für die T-Zell-Proliferation sind die T-Zell-Rezeptor(TZR)-MHC(Major 
Histocompatibility-Complex)-Interaktion und das kostimulatorische Signal über CD28 
und B7 notwendig. B: CTLA-4 mindert als negativ wirkender Kostimulator die Bindung 
von CD28 an B7 und hemmt so die T-Zell-Proliferation. C: Der CTLA-4-AK Abatacept 
bindet an B7 und verhindert auf diese Weise eine Interaktion zwischen B7 mit CD28 
oder CTLA-4. Es resultiert eine reduzierte T-Zell-Proliferation und in der Folge eine 
Hemmung von autoimmunen Vorgängen. (APC: Antigen-präsentierende Zelle, 
modifiziert nach (Ruderman & Pope, 2006) 
 
Die Behandlung von systemischem Lupus erythematodes mit Abatacept erbrachte, im 
Gegensatz zum Einsatz bei Patienten mit rheumatoider Arthritis, in einer Studie von 
Merrill et al. nur eine geringe Wirksamkeit nach 12 Monaten, bei erhöhten Nebenwir-
kungen, im Vergleich zu mit Placebo behandelten Patienten (Merrill et al., 2010). Ver-
suche von Álvarez-Quiroga und Kollegen mit RA-Patienten ergaben eine gesteigerte 
Treg-Funktion bei Patienten, die mit Abatacept therapiert wurden (Álvarez-Quiroga et 
al., 2011). Abatacept könnte seine positive Wirkung auf die RA-Symptomatik folglich 
über eine gesteigerte Treg-Aktivität ausüben. Diese Hypothese wäre im Einklang mit 
der Annahme, dass CTLA-4 die Funktion von Tregs moduliert. 
Die einerseits vielversprechende Therapie mit CTLA-4-Antikörpern von Patienten mit 
der Autoimmunerkrankung rheumatoide Arthritis und der andererseits erfolgreiche 
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Einsatz von CTLA-4-AK bei an Myokarditis leidenden Mäusen (Matsui et al., 2002), 
legt die Vermutung nahe, dass vielleicht einige ausgewählte DCM-Patienten von einer 
Behandlung mit einem die CTLA-4-Funktion fördernden Antikörper profitieren würden. 
Die dadurch verbesserte Kontrolle von Autoimmunreaktionen könnte die Progression 
der autoimmunen Myokarditis zur DCM mindern (Tang et al., 2010). Diese Vermutung 
macht jedoch nur Sinn, wenn CTLA-4 und damit eine autoimmune Pathogenese in der 
DCM eine Rolle spielt. Die in dieser Arbeit demonstrierte Assoziation eines CTLA-4-
Polymorphismus mit der DCM unterstützt diese Hypothese. 
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5. Zusammenfassung 
Infektionen mit kardiotropen Viren sind oft begleitet von anhaltenden Autoimmun-
reaktionen im Myokardgewebe und führen gelegentlich zum Übergang einer chro-
nischen Myokarditis zur dilatativen Kardiomyopathie (DCM), einer Herzerkrankung 
charakterisiert durch vergrößerte Ventrikel und eine reduzierte systolische Funktion. 
Das cytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4) ist ein inhibitorischer, auf der 
Oberfläche von aktivierten T-Zellen exprimierter Rezeptor, welcher mit kostimula-
torischem CD28 um die Bindung an B7-Rezeptoren auf Antigen-präsentierenden 
Zellen kompetiert. Das Ziel der vorliegenden epidemiologischen Studie war es zu 
untersuchen, ob Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im CTLA-4-Gen mit der 
Diagnose und dem klinischen Verlauf der DCM assoziiert sind. Insgesamt wurden 152 
Patienten mit DCM und als Kontrollkollektiv 221 gesunde Blutspender auf die Präsenz 
des bekannten +49-(CT42)-Polymorphismus im CTLA-4-Gene mittels denaturierender 
Gradientengelelelektrophorese (DGGE) getestet. Hierbei ergab sich, dass der G/G-
Genotyp des CT42-Polymorphismus signifikant häufiger bei DCM-Patienten auftrat als 
bei den Kontrollen (24 von 152 Patienten (16%) versus 16 von 221 Kontrollen (7%), 
p=0.029). In der Nachbeobachtung ein Jahr nach Studieneinschluss hatten sich die 
linksventrikuläre Ejektionsfraktion und der enddiastolische Durchmesser des linken 
Ventrikels generell verbessert, doch war kein Unterschied zwischen den DCM-
Patienten mit dem G/G-Genotyp und den anderen Genotypen zu verzeichnen. Im 
Gegensatz zum CT42-SNP fand sich keine statistisch signifikante Assoziation 
zwischen dem CT60-Polymorphismus in der 3´-untranslatierten Region in Exon 4 des 
CTLA-4-Gens und der Diagnose einer DCM. Zusammenfassend belegen diese Daten, 
dass der CTLA-4-Polymorphismus CT42 auf eine erhöhte Prädisposition für die Ent-
stehung einer DCM verweist, aber den Verlauf der Erkrankung im ersten Jahr nach 
Diagnosestellung wohl nicht zu beeinflussen vermag. Der G/G-Genotyp kodiert für eine 
Thr17Ala-Variante in der amino-terminalen Signalpeptid-Sequenz des CTLA-4-Mole-
küls. Die Substitution eines singulären Aminosäurerestes von Threonin nach Alanin in 
dieser Position könnte mit dysregulierten Autoimmunreaktionen gegen Myokard-
gewebe verbunden sein, die mit fortschreitender Zerstörung von kardialen Myozyten 
und der Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie assoziiert sind.  
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6. Abstract 
Infections with cardiotropic viruses are often accompanied by ongoing autoimmune 
reactions in the myocardium and occasionally result in the transition from chronic 
myocarditis to dilated cardiomyopathy (DCM), a heart disease characterized by en-
larged ventricles and reduced systolic function. Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 
(CTLA-4) is an inhibitory receptor expressed on the surface of activated T cells, which 
competes with co-stimulatory CD28 for binding to B7 receptors on antigen-presenting 
cells. The aim of this epidemiological study was to assess whether single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) within the CTLA-4 gene are associated with the diagnosis and 
disease course of DCM. A total of 152 DCM patients and 221 healthy blood donors 
used as controls were tested for the presence of the known +49-(CT42) polymorphism 
in the CTLA-4 gene by means of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). It 
was found that the G/G genotype of the CT42 polymorphism was significantly more 
frequent in DCM patients as compared to controls (24 out of 152 patients (16%) versus 
16 out of 221 controls (7%), p=0.029). At follow-up one year after study inclusion, the 
left-ventricular ejection fraction and the end-diastolic diameter of the left ventricle had 
generally improved, however, there was no difference between DCM patients carrying 
the CT42 G/G genotype versus other genotypes (n=199). In contrast to the CT42 SNP, 
no statistically significant association was found between the CT60 polymorphism in 
the 3´-untranslated region in exon 4 of the CTLA-4 gene and the diagnosis of DCM. In 
summary, these data indicate that the common CTLA-4 polymorphism CT42 confers 
susceptibility for DCM, but appears not to influence the course of the disease one year 
after diagnosis. The G/G genotype encodes for a Thr17Ala variant in the amino-ter-
minally signal leader peptide of the CTLA-4 molecule, suggesting that a single amino-
acid exchange from threonine to alanine at this position may be associated with un-
balanced autoimmune reactions against myocardial tissue which ultimately leads to 
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 A   Adenin 
Abb.   Abbildung 
AICD   Aktivierungs-induzierter Zelltod 
AK   Antikörper 
ANOVA  Varianzanalyse (engl.: analysis of variance) 
AP   Angina pectoris 
APC   Antigen-präsentierende Zelle 
APS   Ammoniumpersulfat 
ARVCM  arrhythmogene rechtsventrikuläre Kardiomyopathie 
bp   Basenpaar(e) 
BSA   Bovines Serumalbumin 
C   Cytosin 
CCS   Canadian Cardiovascular Society 
cM   Centimorgan 
CTLA4   cytotoxisches Antigen 4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) 
DCM   dilatative Kardiomyopathie (Dilatative Cardiomyopathy) 
df   Freiheitsgrad 
DGGE  denaturierende Gradientengelelektrophorese 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxynucleosidtriphosphate 
EAE   experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis 
EAM   experimentelle Autoimmunmyokarditis 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EF   Auswurffraktion (ejection fraction) 
EKG   Elektrokardiogramm 
et al.   et alteri, und andere 
flCTLA-4  full-length CTLA-4 
g   Gramm 
G   Guanin 
HCM   hypertrophe Kardiomyopathie 
HF   Herzfrequenz 
HLA   Hauptleukozytenantigene (Human Leucocyte Antigen) 
htSNP  haplotype-tagging Single Nucleotide Polymorphism 
ICOS   induzierbarer T-Zell Kostimulator  
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IFN   Interferon 
Ig   Immunglobulin 
IL   Interleukin 
kb   Kilobasenpaar(e) 
KHK   koronare Herzerkrankung 
LD   Kopplungsungleichgeweicht (engl.: Linkage disequilibrium) 
LE   Lupus erythematodes 
LV   linker Ventrikel 
LVEDD  linksventrikulärer enddiastolischer Durchmesser 
M   Molar 
MHC   Major Histocompatibility Complex 
mM   Millimolar 
ml   Milliliter 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
MS   Multiple Sklerose 
MW   Mittelwert 
n/N   Anzahl (engl.: number) 
NKCM  nichtklassifizierbare Kardiomyoathie 
NYHA  New York Heart Association 
PB19   Parvovirus-B19 
PBC   primär biliäre Zirrhose 
PBS   Phosphate buffered saline 
PCR   Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
PD-L   Programmed death-ligand 
Primer F  Vorwärtsprimer 
Primer R  Rückwartsprimer 
RA   rheumatoide Arthritis 
RCM   restriktive Kardiomyopathie 
RFLP  Restriktionfragmentlängenpolymorphismus 
sCTLA-4  lösliches CTLA-4 (engl.: soluble CTLA-4) 
SD   Standardabweichung 
SNP   Single Nucleotide Polymorphism 
SVV   Small vessel vasculitis 
T   Thymin 
TAE-Puffer  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE-Puffer  Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
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TGF   Transforming growth factor 
TNF   Tumor necrosis factor 
Treg   T-regulatorische Zelle/regulatorische T-Zelle 
Tris   Trishydroxymethylaminomethan 
u   Unit 
UTR   untranslatierte Region 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
vs.   versus, gegen 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
z.B.   zum Beispiel 
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